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RESUMO 
 
A lesão térmica (queimadura) pode ser causada pela ação direta ou 
indireta do calor sobre um organismo. Este processo causa o 
desenvolvimento de inflamação tecidual, levando a hipersensibilidade 
dolorosa e redução da qualidade de vida dos pacientes. Até o momento, 
os tratamentos utilizados para tratar esta patologia dolorosa não 
apresentaram eficácia significativa. Desta maneira, a procura por novos 
tratamentos baseados em mecanismos inovadores é relevante. O receptor 
de potencial transitório anquirina 1 (TRPA1) é um canal iônico ativado 
por substâncias oxidantes (peróxido de hidrogênio) produzidas após lesão 
tecidual e compostos irritantes naturais (óleo de mostarda). Este canal tem 
sido estudado como um alvo para a descoberta de novos analgésicos e 
anti-inflamatórios. No entanto, mesmo que o TRPA1 já tenha sido 
estudado em diferentes modelos de dor e inflamação, a sua participação 
em modelos causados por lesão térmica carece de maiores estudos. 
Assim, o objetivo desta dissertação foi avaliar a participação deste 
receptor na nocicepção e inflamação  provocadas por modelo de lesão 
térmica em ratos. Para isso foram utilizados ratos Wistar machos (150-
300 g). Primeiramente, para escolher a melhor dose do creme não iônico 
contendo o antagonista TRPA1 (HC-030031, concentrações de 0,5; 0,05 
e 0,005%) foi utilizado o modelo de nocicepção causado pela 
administração subcutânea na pata traseira direita traseira de alil 
isotiocianato (AITC, 10 nmol/pata, agonista TRPA1). Observou-se que 
as concentrações de 0,05 e 0,5% mostraram efeito antinociceptivo, então 
se escolheu a concentração de 0,05% do creme não iônico contendo HC-
030031 para desenvolver o modelo de lesão térmica (causado por banho-
maria, 70 ºC, 5 segundos, na pata traseira direita). O controle positivo do 
estudo para o modelo de lesão térmica foi a sulfadiazina de prata a 1%. 
Os animais foram divididos em Grupo 1 (controle sem tratamento), Grupo 
2 (lesão térmica sem tratamento), Grupo 3 (queimadura e aplicação tópica 
de veículo, creme não iônico), Grupo 4 (queimadura e aplicação tópica de 
sulfadiazina de prata a 1%), Grupo 5 (lesão térmica e aplicação tópica de 
HC-030031 a 0,05%). Assim, após aplicação por 6  dias dos tratamentos 
(1 vez ao dia por via tópica na pata traseira direita) foram avaliadas 
medidas de nocicepção (alodínia mecânica, estática e dinâmica, alodinia 
ao calor, dor espontânea, escore facial de nocicepção e edema). No 6º dia 
foram retiradas amostras da pele da pata traseira direita para determinar 
parâmetros de inflamação (análise histológica e atividade das enzimas 
mieloperoxidase e NAGase ), estresse oxidativo (dosagem de peróxido de 
hidrogênio e medida da 
 
  
atividade de enzimas oxidantes - superóxido dismutase e NADPH 
oxidase) e a imunoreatividade para o receptor TRPA1. Os resultados 
obtidos mostraram que o creme não iônico contendo HC-030031 
apresentou efeito antinociceptivo em relação aos diferentes parâmetros de 
nocicepção avaliados, semelhantes aos detectados para o creme contendo 
sulfadiazina de prata. Ainda, o creme não iônico contendo HC-030031 
reduziu o edema e a infiltração de células inflamatórias e a atividade das 
enzimas mieloperoxidase e NAGase . Assim, esta preparação reduziu 
parâmetros associados à atividade de enzimas oxidantes e a concentração 
de peróxido de hidrogênio, bem como a expressão do receptor TRPA1 na 
pele da pata após a queimadura. O creme contendo sulfadiazina de prata 
apresentou efeito anti-inflamatório, antioxidante, e reduziu a 
imunoreatividade do receptor TRPA1 no tecido da pele da pata. Dessa 
forma, o presente estudo buscou determinar no receptor de TRPA1 novas 
formas de tratamento da dor e inflamação observadas após lesão térmica. 
 
Palavras-chave: Peróxido de hidrogênio; HC-030031; Sulfadiazina de 
prata; NADPH oxidase; superóxido dismutase; alodínia. 
 
  
ABSTRACT 
 
Thermal injury (burn) may be caused by direct or indirect action of heat 
on the human body. This process causes the development of tissue 
inflammation, which leads to the pain hypersensitivity and reduced 
quality of life of patients. Moreover, the treatments used to treat this 
painful disease do not show significant efficacy. Thus, the search for new 
treatment alternatives based on innovative mechanisms is relevant. The 
ankyrin transient receptor potential 1 (TRPA1) is an ion channel activated 
by oxidizing substance produced after tissue injury (hydrogen peroxide) 
and natural irritants compounds (mustard oil), this channel has been 
studied as a target for the discovery of new analgesics and anti-
inflammatory agents. However, even if TRPA1 has been studied in 
various models of pain and inflammation, participating in models caused 
by thermal injury has not been studied yet. The objective of this study was 
to evaluate the participation of the TRPA1 receptor in nociception and 
inflammation caused by thermal injury model in the hind paw of mice. To 
this male Wistar rats (150-300 g) were used. First to choose the best dose 
of anionic cream containing the TRPA1 antagonist (HC-030 031, 
concentrations of 0.5, 0.05 and 0.005%) was used nociception model 
caused by subcutaneous administration in the right hind paw of allyl 
isothiocyanate (AITC 10 nmol/paw, TRPA1 agonist). In this model of 
nociception, it was observed that concentrations of 0.05 and 0.5% showed 
analgesic effect, then the concentration of 0.05% of anionic cream 
containing HC-030 031 was used to develop the thermal injury model 
(caused by bath, 70 ° C, 5 seconds). The positive control for the study of 
thermal injury model was silver sulfadiazine 1%. The animals were 
divided in this model Group 1 (untreated control), Group 2 (thermal injury 
without treatment), group 3 (burning and topical vehicle, anionic cream), 
group 4 (burn and topical application of silver sulfadiazine 1%), Group 5 
(thermal injury and topical HC-030031 in the concentration of 0.05%). 
Thus, after application for 6 days of treatment (1 once daily topically to 
the right hind paw) nociception measures were assessed (static 
mechanical allodynia, dynamic heat allodynia, spontaneous pain and 
facial score nociception) and edema paw. And on day 6 were samples 
taken from the skin of the right hind paw subjected to thermal injury 
model to determine inflammation parameters (histological analysis and 
activity of myeloperoxidase and Nagase enzymes), oxidative stress 
(hydrogen peroxide dosage and measurement of enzyme activities 
oxidants - superoxide dismutase and NADPH oxidase) and 
immunoreactivity 
 
  
TRPA1 receptor. According to the results it can be seen that the cream 
containing anionic HC-030031 produced antinociceptive effect in relation 
to different nociceptive parameters, similar effects were detected for the 
cream containing silver sulfadiazine. Furthermore, the anionic cream 
containing HC-030031 also reduced the edema and infiltration of 
inflammatory cells and the activity of myeloperoxidase and NAGase 
enzymes. Also, this preparation diminished parameters associated with 
oxidizing enzyme activity and the concentration of hydrogen peroxide, as 
well as TRPA1 receptor expression in hind paw skin after thermal lesion. 
The cream containing silver sulfadiazine also showed anti-inflammatory 
and antioxidant effect as well as reduced the immunoreactivity of the 
receptor in tissue TRPA1 paw skin. Thus, this study sought to determine 
new ways to treat pain and inflammation observed after thermal injury, 
focusing on TRPA1 receptor. 
 
Keywords: hydrogen peroxide; HC-030031; silver sulfadiazine; NADPH 
oxidase; superoxide dismutase; allodynia. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 FISIOPATOLOGIA DA DOR  
 
A dor pode ser entendida como uma modalidade somatossensorial 
que envolve “um complexo grupo de experiências sensoriais, emocionais 
e cognitivas desagradáveis provocadas por dano tecidual real ou 
potencial, e manifestadas com diferentes reações autonômicas, 
psicológicas e comportamentais” (Terman e Bonica, 2003; Dubin e 
Patapoutian, 2010). Esta definição foi corroborada pela Associação 
Internacional para o Estudo da Dor (IASP) quando considerou a dor como 
“uma experiência sensorial e emocional desagradável associada à lesão 
tecidual real ou potencial, ou ainda descrita em termos que sugerem tal 
lesão” (Loeser e Treede, 2008). Assim, sabe-se que a percepção da dor 
não é apenas sináptica, mas multifatorial incluindo processos emocionais 
e cognitivos (memória/aprendizado, crenças e humor) (Loeser e Treede, 
2008). Então o estudo desta sensação multimodal é muitas vezes 
complicado na prática clínica e nos estudos pré-clínicos, porém é de 
extrema importância para a busca de novas alternativas de tratamento para 
o controle e prevenção da dor aguda e crônica. (Staahl et al., 2009; Muley 
et al., 2016). 
Pode-se perceber que a dor é uma experiência sensorial essencial 
à manutenção da vida, pois ela permite respostas motoras adequadas para 
prevenir possíveis danos teciduais, devido à detecção dos estímulos 
nocivos em potencial (Woolf, 2010). A respectiva importância desse 
mecanismo protetor é percebida, por exemplo, em casos de indivíduos 
que apresentam anomalias congênitas ou adquiridas que os fazem 
incapazes de detectar estímulos dolorosos, não tendo comportamento 
normal de proteção, podendo levar a infecções não percebidas, 
automutilação e menor expectativa de vida. (Basbaum et al., 2009; 
Bennett e Woods, 2014).  
Algumas destas alterações descritas como canalopatias foram 
muito relevantes para especificar a importância dos canais iônicos 
periféricos na transdução da dor. Como foi o caso da alteração observada 
na insensibilidade congênita a dor após mutações no gene SCN9A que 
codifica o canal Nav1. 7, uma forma de canal de sódio dependente de 
voltagem expresso apenas em neurônios sensoriais periféricos (Bennett e 
Woods, 2014). Além disso, mutações em genes que codificam outros 
canais iônicos como o receptor de potencial transitório anquirina 1 
(TRPA1) causam ganho de função do canal induzindo uma forma familiar 
de síndrome dolorosa episódica (Kremeyer et al., 2010; Boukalova et al., 
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2014). Assim, estas alterações em canais iônicos levam a modificações 
na percepção da dor são relevantes para o estudo de novas alternativas de 
tratamento para a dor. 
Para estudar os processos fisiológicos que levam ao processamento 
e detecção da dor se faz necessário estudar como as fibras sensoriais são 
ativadas por estímulos nocivos de diferentes modalidades, como as 
térmicas, mecânicas ou químicas. As fibras sensoriais que tem a 
capacidade de serem ativadas por estímulos de alto limiar (aqueles que 
podem causar danos teciduais em potencial) são descritas como neurônios 
nociceptivos. Dessa forma, o processo fisiológico para a detecção e 
processamento de estímulos nocivos é definido como nocicepção e é este 
processo neural que pode ser estudado em animais de laboratório, como 
ratos e camundongos, porque neste caso não pode-se avaliar os processos 
afetivos, cognitivos e psicológicos da dor como ocorre em seres humanos 
(Dubin e Patapoutian, 2010; Loeser e Treede, 2008; Barrot, 2012). Dessa 
forma, atualmente compreende-se que o componente fisiológico da dor, a 
nocicepção, envolve os processos de transdução, transmissão e 
modulação dos estímulos nocivos, através dos nociceptores da pele ou 
demais tecidos. Estes, quando ativados estimulam vias neurais na medula 
espinhal e em estruturas supra-espinhais. (Loeser e Treede, 2008; Dubin 
e Patapoutian, 2010). 
Portanto, as detecções dos estímulos dependem diretamente da 
capacidade do sistema somatossensorial de promover a transdução de 
estímulos nocivos em potenciais de ação e envolve inicialmente 
mecanismos periféricos como a ativação dos nociceptores. (Yu et al., 
2008). Os nociceptores são terminações periféricas livres de axônios 
provenientes de neurônios sensoriais nociceptivos que possuem o corpo 
celular nos gânglios da raiz dorsal (DRG, para o corpo) ou trigêmeo (GT, 
para a face); ou nos gânglios nodoso (GN) e vagal (GV) para as vísceras 
podem ser ativados por estímulos nocivos mecânicos, térmicos ou 
químicos. Estes neurônios pseudo-unipolares  possuem uma terminação 
axonal periférica e outra central que inerva o seu órgão-alvo e a medula 
espinhal, respectivamente. (Basbaum et al., 2009; Dubin e Patapoutian, 
2010).  
Na transmissão sensorial periférica, existem diferentes tipos de 
fibras aferentes especialmente relevantes para a detecção de estímulos 
nocivos, como as fibras A-delta (Aδ), apresentando diâmetro médio e 
pouco mielinizadas, possuindo também condução de velocidade média, 
que moderam a dor aguda, localizada e rápida, e as fibras C que são não 
mielinizadas com pequeno diâmetro e apresentam condução do estímulo 
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com velocidade baixa, regulando um tipo de dor mais lenta, difusa, 
pulsante e moderada (Basbaum et al., 2009; Dubin e Patapoutian, 2010).  
Após a ativação das fibras sensoriais periféricas a informação 
nociceptiva é conduzida ao corno dorsal da medula espinhal, onde 
ocorrerá a liberação de neurotransmissores excitatórios (como o 
glutamato e a substância P, principalmente). Após, estes causarão a 
ativação de neurônios nociceptivos de segunda ordem que então serão 
capazes de ativar vias supra-espinhais de sinalização da dor, como o 
tálamo, córtex somatossensorial e a amígdala. (Basbaum et al., 2009; 
Dubin e Patapoutian, 2010; Ossipov et al., 2010).  
Porém a dor não deve ser entendida como um único sintoma clínico 
sendo melhor caracterizada quando classificada como dor nociceptiva 
(fisiológica), patológica ou ainda inflamatória. Mesmo que em todos estes 
casos os estímulos nocivos causem uma sensação desagradável, os 
mecanismos que levam a este processamento são diferentes em cada um 
dos casos e devem ser estudos de forma específica (Woolf, 2010). Muitas 
vezes a dor pode ser benéfica ao indivíduo quando ocorre de forma aguda, 
descrita como dor nociceptiva e inflamatória aguda, pois funciona como 
uma espécie de alerta de alterações de sua integridade e funcionalidade. 
Porém, no caso da dor patológica, este sintoma torna-se limitante à 
qualidade de vida do paciente e é muitas vezes intratável. (Woolf, 2011).  
A dor nociceptiva é aquela sensação desagradável associada à 
lesão real ou potencial, quando, por exemplo, o tecido entra em contato 
com uma superfície quente como uma chama do fogão. Então, é uma 
forma de dor causada por estímulos de alto limiar e tem função protetora.  
Muitas vezes, após o desencadear desta sensação não é possível detectar 
lesão posterior no tecido atingido (Woolf, 2010). 
A dor patológica é descrita como dor neuropática que tem origem 
a partir de lesões ou doença do sistema nervoso central ou periférico (Von 
Hehn et al., 2012). Neste caso, tem-se a presença de dor espontânea, como 
também hipersensibilidade à dor observada na forma de hiperalgesia e 
alodinia, tanto a estímulos químicos, mecânicos ou térmicos. A 
hiperalgesia é descrita como dor a estímulo já conhecidos como 
dolorosos, já a alodínia é a sensação de dor a estímulos normalmente 
inócuos. (Loeser e Treede, 2008; Von Hehn et al., 2012). Neste caso, a 
dor não tem aspecto protetor definido e muitas vezes levam a redução das 
atividades diárias e convívio social, depressão e ansiedade, e 
consequentemente menor capacidade de trabalho. (Von Hehn et al., 2012; 
Gilron et al., 2015). 
No caso da dor inflamatória aguda, a hipersensibilidade é 
iniciada após lesão ou infecção tecidual e pode estar relacionada 
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com estruturas somáticas ou viscerais. Neste caso, ocorre 
ativação do sistema imune, com migração de células 
inflamatórias ao local da lesão e a produção de mediadores 
inflamatórios. (Kidd e Urban, 2001; Basbaum et al., 2009; 
Lipnik-Stangelj, 2013). A dor possui grande importância nesse 
processo, pois estimula a recuperação do local afetado e promove 
uma redução de possíveis danos posteriores. (Loeser e Treede, 
2008; Woolf, 2010).  
As características de hipersensibilidade observadas em 
um tecido inflamado e lesionado tratam-se possivelmente do 
resultado da ativação de células residentes, e também da 
infiltração de neutrófilos e macrófagos, como mostra a Figura 1. 
Estas células levam a produção e liberação de mediadores 
inflamatórios como as cininas, prostanoides, aminas, 
quimiocinas, proteases, citocinas, neuropeptideos e fatores de 
crescimento, gerando a redução no limiar à dor, e amplificando 
a resposta dos nociceptores que estão presentes no local 
inflamado. (Woolf, 2007; Loeser e Treede, 2008; Scholz e 
Woolf, 2010). Ocorre também o aumento da produção de 
espécies reativas de oxigênio que podem facilitar a ativação de 
receptores nos aferentes sensoriais, como o TRPA1. (Andersson 
et al., 2008; Sawada et al., 2008; Kanta, 2011). Assim, a 
sensibilidade sensorial posterior à lesão é aumentada, causando 
o aparecimento de dor espontânea, hiperalgesia e alodínia; como 
formas de facilitar a recuperação do tecido lesado, como no caso 
da dor pós-operatória e após lesão térmica da pele (queimaduras). 
(Loeser e Treede, 2008; Woolf, 2010). 
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Figura 1 - Na dor inflamatória a lesão tecidual após dano térmico ou ainda 
infecção induz a infiltração de células inflamatórias (macrófagos e neutrófilos) 
que levam a produção e liberação de mediadores inflamatórios (como 
prostanoides, bradicinina, citocinas, neuropeptideos e espécies reativas de 
oxigênio), estes por sua vez são capazes de ativar e/ou sensibilizar os aferentes 
sensoriais (nociceptores) causando sensibilização do local afetado. Fonte: Do 
Autor. 
 
Porém, mesmo que a dor inflamatória aguda tenha caráter protetor 
devem-se procurar maneiras para que haja uma redução da mesma, 
incluindo o caso de indivíduos acometidos por lesões térmicas 
(queimaduras). (Woolf, 2010; Gamst-Jensen et al., 2014). Ressaltando 
que, quando a dor após a lesão térmica não é controlada, pode ocorrer um 
aumento na incidência da dor crônica, depressão, e outros distúrbios 
psicológicos. (Richardson e Mustard, 2009; Gamst-Jensen et al., 2014). 
Já em casos de inflamação crônica a dor pode-se tornar um sintoma 
desagradável e sem caráter protetor, como na dor observada em artrites. 
(Loeser e Treede, 2008; Woolf, 2010). Dessa forma, a dor inflamatória, 
aguda ou crônica, é um dos principais sintomas clínicos para a busca por 
cuidados médicos nas unidades de saúde e também por fármacos para seu 
alivio.  (Pal et al., 2009; Bautista et al., 2013; Muley et al., 2016; Xie et 
al., 2012). 
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1.2 DOR APÓS LESÃO TÉRMICA E TRATAMENTO 
 
As queimaduras podem ser entendidas como lesões aos 
tecidos orgânicos, causadas normalmente devido à exposição a 
agentes externos, como a radiação solar, ao contato com 
superfícies quentes e chamas, ou ainda devido ao contato com 
líquidos em alta temperatura. (Bishop et al., 2007; Evers et al., 
2010; Treede et al., 2015).  
Esta forma de lesão é um problema de saúde pública no 
Brasil e em todo mundo, porém é observado um número 
consideravelmente maior desta forma de lesão em países em 
desenvolvimento ou pouco desenvolvidos. (Zou et al., 2015; 
Mcintyre et al., 2016; Who, 2016). Além de ser causa recorrente 
de morte, as queimaduras podem levar a morbidade considerável 
mesmo após recuperação do paciente, causando então redução da 
sua capacidade de trabalho e interação social. (Zou et al., 2015; 
Who, 2016).  
De acordo com dados do Sistema Único de Saúde (SUS) 
através do DATASUS (Tecnologia da informação a serviço do 
Sistema Único de Saúde), no Brasil, no ano de 2015, ocorreram 
cerca de 13,500 mil de internações por exposição a causas 
externas de lesões acidentais, como contato com fonte de calor e 
substâncias quentes ou ainda outras fontes (exposição à fumaça, 
ao fogo e às chamas). Porém, mesmo que estes dados sejam 
alarmantes, o número exato de pessoas acometidas no Brasil por 
queimaduras é subdeterminado, devido à subnotificação. Existem 
estudos que estimam 1 milhão de casos a cada ano, ou seja, muito 
superior ao indicado pelo SUS (Gomes et al., 2001). Dessa forma, 
é provável que no Brasil, as lesões inflamatórias causadas por 
queimaduras possam ser consideradas como as principais responsáveis 
por ferimentos e mortes dentre as ocasionadas por causa externa. 
O diagnóstico da queimadura é feito a partir do seu agente 
etiológico (diagnóstico etiológico), como,  por exemplo, as 
queimaduras térmicas, por atrito, químicas, por radiação ou ainda 
por outras fontes como eletricidade (Piccolo et al., 2008). No 
Brasil, estudos relataram que os agentes etiológicos mais comuns para a 
indução de queimaduras foram os acidentes com álcool, com líquidos em 
altas temperaturas como água ou óleo, e pelo contato direto com chamas. 
A maioria destas queimaduras foram descritas como acidentais (Leão et 
al., 2011).  
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As queimaduras causadas por escaldamento são as mais comuns 
em crianças (principalmente até 3-5 anos), tanto no Brasil como em outros 
países em desenvolvimento ou desenvolvidos, devido a curiosidade 
relacionada à idade. Medidas para prevenção devem ser adotadas pelas 
famílias (Parbhoo el tal., 2010; Zou et al., 2015). Queimaduras são a 
décima primeira causa mais frequente de morte na infância (entre 1 a 9 
anos). Dessa forma, tratamentos que possam melhorar sintomas 
relacionados a esta forma de lesão é relevante. 
Além de classificar as queimaduras de acordo com o seu agente 
etiológico pode-se também indicar o tipo de queimadura de acordo com 
a profundidade e extensão da lesão, pois provavelmente estes fatores irão 
influenciar diretamente no prognóstico da lesão térmica e na forma de dor 
que será observada. (Mcintyre et al., 2016).  
Segundo a profundidade da lesão às queimaduras são subdivididas 
em três grupos: queimaduras de primeiro, segundo ou terceiro grau. 
(Monstrey et al., 2008; Walter et al., 2012; Serrano et al., 2015). A 
espessura da lesão é variável e é determinada muitas vezes de acordo com 
o agente etiológico que a causou. As queimaduras induzidas por líquidos 
em altas temperaturas são normalmente lesões de primeiro grau. Já 
aquelas causadas por chamas e contato com superfícies em altas 
temperaturas podem ser mais profundas (Summer et al., 2007; Richardson 
e Mustard, 2009).  
Os danos causados e as complicações resultantes das queimaduras 
são amplamente variados, dependem diretamente da exposição, tecido e 
gravidade. Entre os diferentes órgãos e tecidos atingidos o mais comum é 
a pele, por estar mais exposta aos agentes, sendo o maior órgão do corpo 
humano. Ela recobre o corpo protegendo os demais órgãos, bem como, 
detecta diferentes sensações do organismo incluindo as dolorosas e o tato. 
Faz isso por meio das terminações nervosas que enviam ao cérebro 
informações sobre as alterações de pressão, temperatura, dor e traumas. 
(Dubin e Patapoutian, 2010; Grimm et al., 2011; William et al., 2015).  
A pele é formada por três camadas: epiderme, derme e hipoderme; 
e dependendo da profundidade da lesão estas camadas serão atingidas ou 
não. (Richardson e Mustard, 2009; William et al., 2015). Como a 
epiderme é a camada mais externa é normal que seja sempre atingida por 
lesões térmicas, e assim tem-se a perda desta camada de proteção 
superficial, formada principalmente por queratinócitos, o que pode 
acarretar danos posteriores na derme e também infecções por bactérias 
(William et al., 2015). Na derme temos a presença de fibroblastos 
produzem colágenos e elastina, dentre outras substâncias, como também 
vasos sanguíneos e terminações nervosas sensoriais (para a detecção de 
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temperatura, umidade e estímulos nocivos ou ainda mecânicos não 
nociceptivos), danos causados por queimaduras neste local podem induzir 
a inflamação e ativação dos nociceptores. (Rowan et al., 2015; William et 
al., 2015). 
Na queimadura de primeiro grau ocorre apenas lesão na epiderme, 
então a espessura da lesão não é extensa e não ocorre a formação de 
bolhas no tecido afetado. Os principais sintomas observados no local são 
edema e dor, com intensa inflamação e possível descamação da pele (3 a 
7 dias após a indução da lesão). Na queimadura de segundo grau tem-se 
o envolvimento da derme além da epiderme, com recuperação do tecido 
em cerca de 7 a 21 dias após a queimadura. Neste caso, é provável que 
ocorra o aparecimento de bolhas sobre a lesão de duas formas: bolhas com 
base rósea, dolorosas e com aspecto úmido que indicam queimadura de 
segundo grau com profundidade superficial, bolhas com base branca e 
que podem ser indolores ou pouco dolorosas, e com aspecto seco que 
indicam lesão profunda da derme. (Monstrey et al., 2008; Piccolo et al., 
2008; Serrano et al., 2015).  
Já nas queimaduras de terceiro grau ocorre destruição da epiderme 
e da derme, e pode também ocorrer o comprometimento de tecidos mais 
profundos como nervos, cartilagens, músculos e ossos. Por comprometer 
a pele na sua extensão total, neste caso, após recuperação do tecido, não 
se tem reepitalização e devido à destruição dos terminais sensoriais na 
pele a lesão é indolor de forma aguda e apresenta aspecto rígido, podendo 
apresentar forma esbranquiçada ou escurecida. (Monstrey et al., 2008; 
Piccolo et al., 2008; Serrano et al., 2015).  
Por outro lado, muitos pacientes podem desenvolver dor crônica 
de origem neuropática após queimaduras, ou ainda apresentam sintomas 
psicológicos de depressão e ansiedade, com o possível desenvolvimento 
de estresse pós-traumático. (Schneider et al., 2006; Öster et al., 2011; Xie 
et al., 2012; Mcintyre et al., 2016; Taverner e Prince, 2016). Dessa forma, 
tratamentos apropriados para a dor após a lesão é ainda questão de estudo, 
tanto para a dor inflamatória quanto neuropática. (Mcintyre et al., 2016). 
Assim, é comum que além do uso de fármacos analgésicos também sejam 
utilizados fármacos ansiolíticos durante o tratamento das queimaduras 
para minimizar estes efeitos psicológicos nos pacientes. (Gamst-Jensen et 
al., 2014). 
Além de classificação das queimaduras de acordo com a sua 
espessura pode-se também observar a extensão das áreas corporais 
atingidas. Queimaduras com (mais de 20%  da área de superfície corporal 
para adultos nas queimaduras de segundo grau, ou mais de 10% da área 
de superfície corporal para as queimaduras de terceiro grau são 
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consideradas de alta gravidade podem levar a respostas sistêmicas agudas 
que são coletivamente chamadas de choque causado pela lesão térmica.  
(Rowan et al., 2015). O paciente apresenta reações sistêmicas e locais, 
como hipovolemia e redução do débito cardíaco, causadas por aumento 
da permeabilidade e edema no espaço intersticial, além da possibilidade 
de sepse devido à redução da resposta imunológica e infecção por 
bactérias. (Rowan et al., 2015).  
Lesões de pequena ou média gravidade as respostas metabólicas 
são menores; tem-se como um dos principais sintomas a dor aguda 
inflamatória. (Gamst-Jensen et al., 2014). A lesão de menor gravidade é 
considerada como aquela de primeiro grau, ou aquelas de segundo grau 
que atinjam até 10% da área corporal.Queimaduras de média gravidade 
são aquelas que ocorram nas mãos e pés, ou queimaduras de segundo grau 
com área corporal atingida entre 10% a 20%, ou queimaduras de terceiro 
grau com área corporal atingida de até 10% (Piccolo et al., 2008). 
Também, após a lesão térmica pode-se dividir a ferida em três 
zonas, onde se observa diferentes formas de alterações no fluxo sanguíneo 
e alterações inflamatórias e teciduais. Dessa forma, pode-se encontrar 
uma região central onde se observa desnaturação de proteínas (processo 
que ocorre em temperaturas acima de 41ºC), com sua posterior 
degradação e coagulação, gerando uma região de coagulação na área 
afetada, que provavelmente gerará necrose tecidual. Ao redor desta região 
tem-se uma zona de estase, este tecido encontra-se em hipóxia e isquemia 
o que pode também acarretar, se não houver tratamento, em necrose 
tecidual, devido à diminuição da sua perfusão sanguínea. A zona ao redor 
da área de estase é a aquela com hiperemia, pois apresenta grande 
vasodilatação devido a ação de substâncias inflamatórias. Esta zona 
normalmente não sofre necrose e tende a recuperar de forma mais rápida 
(Hettiaratchy;  e Dziewulski, 2004; Kowalske, 2011;  Nisanci et al., 2010; 
Tan et al.,  2013).  O desenvolvimento de necrose na área de estase já foi 
relacionado ao aumento da produção de espécies reativas de oxigênio. 
Estudos em ratos mostraram que o uso de um antioxidante (N-
acetilcisteína) foi capaz de prevenir a necrose nesta região afetada (Deniz 
et al., 2013).  
O processo de recuperação do tecido lesado após queimaduras 
passa por diferentes fases (Gurtner et al., 2008). Sendo assim, tem-se 
inicialmente uma fase inflamatória que conta com a grande infiltração de 
células (macrófagos e neutrófilos) devido ao processo de vasodilatação e 
extravasamento plasmático no local (gerando edema). Estes são capazes 
de iniciar uma resposta imunológica, causando o recrutamento 
continuado de macrófagos via mediadores denominados de quimiocinas. 
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Durante esta fase, o processo inflamatório auxilia a prevenir infecções e 
também degrada o tecido necrótico iniciando o reparo do tecido. (Reinke 
e Sorg, 2012).  
Durante a fase inflamatória é necessário levar em conta que 
diferentes mediadores inflamatórios podem ser liberados no local da 
lesão, como: prostaglandinas, bradicinina, citocinas, óxido nítrico, 
histamina e também espécies reativas de oxigênio. (Horton, 2003; Parihar 
et al., 2008). Estas substâncias quando em contato com os terminais 
nociceptivos podem ocasionar a sensibilização dos nociceptores levando 
ao processo de sensibilização, tanto periférica, quanto central, e 
ocasionando a presença de sintomas nos pacientes como hiperalgesia e 
alodínia. (Xu et al., 2009; Chang e Waxman, 2010).  
Um dos mecanismos envolvidos na resposta inflamatória e edema 
exacerbado observados em lesões térmicas é o aumento da produção de 
espécies reativas de oxigênio, como o peróxido de hidrogênio, devido à 
ativação de enzimas como a NADPH oxidase (reduz o oxigênio em íon 
superóxido) e a superóxido dismutase em células inflamatórias, como 
neutrófilos. (Hoşnuter et al., 2004; Parihar et al., 2008). Quando a 
produção de espécies reativas excede a capacidade do sistema 
antioxidante e ainda é excessiva para induzir apenas a morte bacteriana, 
leva ao risco de gerar danos teciduais (peroxidação lipídica) e ativação de 
receptores em nociceptores como o receptor de potencial transitório 
anquirina 1 (TRPA1) (Horton, 2003;  Hoşnuter et al., 2004; Parihar et al.,  
2008; Raisinghani et al., 2011) .  
Já foi observado que a vitamina C pode reduzir o edema e a 
nocicepção em ratos após modelo de queimadura (Tanaka et al., 1999). 
Dessa forma, o uso de antioxidantes na pratica clínica seria de grande 
interesse, podendo ter influência positiva no tratamento ao atuar no 
estresse oxidativo posterior à queimadura. (Rock et al., 1997). Foi 
evidenciado o envolvimento de espécies reativas em modelos animais de 
queimadura e em pacientes após lesão por queimaduras mostrando a sua 
participação no processo inflamatório (Bertin-Maghit et al., 2000; Lee et 
al., 2011; Silva et al., 2014). 
Após e durante a fase inflamatória inicia-se a fase proliferativa. 
Nesta etapa ocorre a ativação e proliferação de queratinócitos e 
fibroblastos, onde estes auxiliarão no fechamento e restauração do tecido 
lesado, auxiliando na reestruturação da vascularização. (Werner et al., 
2007; Pastar et al., 2014). Ao final deste processo de recuperação da 
ferida, a fase de remodelação conta com a produção e deposição de fibras 
de colágeno e elastina por fibroblastos, e também a maturação de 
miofibroblastos com capacidade de promover a contração da ferida. 
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(Snowden, 1984; Singer e Clark, 1999; Hinz, 2007). Então, com a 
recuperação do tecido, ocorre a reepitalização da área lesada, levando ao 
fechamento da ferida e a finalização do processo inflamatório. (Shih et 
al., 2010). 
Além da preocupação com o processo de recuperação e cura do 
tecido afetado após a queimadura, as complicações metabólicas e a dor 
devem ser observadas e tratadas. A dor é um dos sintomas mais 
incapacitantes e devido à dificuldade de controle com os fármacos 
atualmente disponíveis na clínica representa um desafio (Cuttle et al., 
2009; Richardson e Mustard, 2009; Mcgaraughty et al., 2010). Durante a 
queimadura o paciente apresenta dor aguda que pode ser causada pelo 
processo inflamatório instaurado no tecido, também devido a 
procedimentos realizados no local ou ainda devido a procedimentos 
cirúrgicos (Cuttle et al., 2009; Richardson e Mustard, 2009).  
A dor observada em pacientes com queimaduras pode ser 
classificada de diferentes formas: (1) dor na própria ferida; (2) aquela 
devido a procedimentos no local lesado; (3) dor espontânea que 
normalmente ocorre na forma de dor em queimação; (4) dor que pode ser 
provocada por movimento do tecido lesado. Quando a dor persiste mesmo 
após a cura do tecido e induzem sensações semelhantes aquelas 
encontradas após lesões neuronais como o aparecimento de dor 
espontânea, sensações de formigamento e choque pode-se entender que o 
paciente apresenta dor neuropática após a queimadura (Mcintyre et al., 
2016). 
No caso de queimaduras de primeiro grau a dor aguda é 
acompanhada de edema e vermelhidão da área afetada, é normalmente 
tratada com o uso de analgésicos (ibuprofeno, naproxeno ou ainda 
paracetamol) (Marx et al., 2013). Em queimaduras de média e grande 
gravidade, além do uso de paracetamol podem ser utilizados fármacos 
opioides (morfina, oxicodona, fentanil, metadona e outros) ou ainda não-
opioides (gabapentina, amitriptilina, clonidina, cetamina e outros). O uso 
de analgésicos não esteroidais não é indicado em pacientes com 
queimaduras de gravidade média ou grande devido aos riscos de induzir 
sangramentos e falência renal (Gamst-Jensen et al., 2014; Mcintyre et al., 
2016). Ainda, pode-se observar o aparecimento de dor neuropática 
acompanhada ou não por prurido, esta é normalmente controlada com o 
uso de fármacos não-opioides como a gabapentina e a amitriptilina, e é 
uma forma de dor resistente aos opioides. (Mcintyre et al., 2016). Porém, 
estes tratamentos não são efetivos em todos os pacientes e muitas vezes 
causam efeitos adversos, o que torna o tratamento tópico uma alternativa 
interessante principalmente relacionada a dor observada em queimaduras 
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de pequena e média gravidade (Burgess e Williams, 2010; Evers et al. 
2010; Labuz e Machelska, 2013). 
Além disso, estas formas de queimadura podem também serem 
tratadas com o uso de cremes no local para prevenir infecção e reduzir a 
perda de líquidos, como o uso de cremes contendo sulfadiazina de prata 
ou Aloe vera. (Maenthaisong et al., 2007; Singer e Dagum, 2008; 
Silverstein et al., 2012; Shahzad e Ahmed, 2013; Wasiak et al., 2013). O 
uso de cremes e curativos na local da lesão após a queimaduras auxiliam 
na recuperação do tecido e reduzem a possibilidade de infecção, 
diminuindo a dor também neste local devido ao contato. Para 
queimaduras de média e grande gravidade é sempre indicada esta forma 
de tratamento (Shupp et al., 2010; Cancio et al., 2012).  
Diferentes formas de cobertura estão disponíveis como os cremes 
contendo sulfadiazina de prata, hidrogel, hidrocoloide e ainda outras 
formas de tratamento. (Shupp et al., 2010; Cancio et al., 2012). Os cremes 
contendo sulfadiazina de prata são uma forma de preparação que 
apresentam uso há mais de 30 anos e é aquela mais empregada em 
queimaduras de pequena e média gravidade, mesmo que seus efeitos 
sejam menores que aqueles observados para outras formas de cobertura. 
(Wasiak et al., 2008).  
A sulfadiazina de prata tem ação antimicrobiana contra 
microoganismos gram-positivos e gram-negativos, fungos e anaeróbicos. 
(Ip et al., 2006; Nadworny et al., 2008; Bowler et al., 2015). Apesar do 
uso disseminado, a utilização de cremes contendo sulfadiazina de prata 
está associado a um efeito tóxico a queratinócitos e fibroblastos em 
ensaios in vitro (Fuller, 2009), e ainda pode causar alergia (Lee e Moon, 
2003; Poon e Burd, 2004; Hussain e Ferguson, 2006; De Smet et al., 2009; 
Fuller, 2009). O uso da sulfadiazina de prata 1%, em creme está inclusa 
na Relação Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME). Este 
medicamento, parece ser o único indicado e disponibilizado pelo SUS, 
para uso tópico para o tratamento das lesões térmicas causadas pelo calor. 
Não se apresenta como cicatrizante e sim apenas como anti-infectante 
(Aparecida Rossi et al., 2010; Ferreira et al., 2003). 
 
 
 
1.3 RECEPTOR DE POTENCIAL TRANSITÓRIO ANQUIRINA 1 
(TRPA1) 
 
Os receptores de potencial transitório são sensores celulares 
polimodais envolvidos em uma grande variedade de processos celulares 
37 
 
(Montell, 2005; Moran et al., 2011). Em mamíferos a família de canais 
TRP consiste de 28 diferentes proteínas agrupadas em seis famílias de 
acordo com a sua sequência de aminoácidos e sendo designadas como: 
TRPV (vanilóide), TRPC (canônico), TRPM (melastatina), TRPP 
(policistina), TRPML (mucolipina) e TRPA (anquirina) ( Montell e 
Birnbaumer, 2002; Clapham, 2003). Mutações nos receptores TRP têm 
sido relacionadas ao desenvolvimento de diferentes doenças, mostrando 
a importância destes canais em processos fisiológicos (Levine e 
Alessandri-Haber, 2007; Nilius, 2007). Recentemente, foi descrito que 
uma mutação com ganho de função para o receptor TRPA1 poderia levar 
a uma síndrome familiar de dor episódica, demonstrando a importância 
deste receptor para a transdução de estímulos dolorosos (Kremeyer et al., 
2010). Assim, os receptores TRPA1 e TRPV1 (TRP Vaniloide 1 ) são 
aqueles principalmente estudados para a procura de novos analgésicos 
(Sasaki et al., 2011).  
O receptor de TRPA1 é o único membro identificado da 
superfamília de receptores TRPA1, e originalmente conhecido como 
ANKTM1 (ankyrin-like with transmembrane domains protein 1), este foi 
identificado primeiramente em fibroblastos de pulmões fetais de humanos 
(Jaquemar et al., 1999). O receptor TRPA1 forma um canal para cátions 
não seletivo, sendo permeável principalmente ao cálcio (Levine e 
Alessandri-Haber, 2007). Este canal que inicialmente foi associado à 
detecção do frio nocivo (Story et al., 2003) hoje é principalmente 
associado ao desenvolvimento de alodínia mecânica e ao frio em 
condições inflamatórias (Macpherson et al., 2007; Mcnamara et al., 2007; 
Wesseldijk et al., 2008; Andrade et al., 2012).  
O receptor TRPA1 possui aproximadamente 14 repetições do tipo 
anquirina em seu longo domínio amino-terminal (Cvetkov et al., 2011). 
Ele é geralmente expresso em subtipos específicos de neurônios 
sensoriais peptidérgicos nos GDRs, nos GTs, nos gânglios nodoso e vagal 
(Story et al., 2003; Nagata et al., 2005). Além disso, esse receptor tem 
importância na dor inflamatória e foi ressaltada quando Story et al. (2003) 
demonstraram a co-expressão entre TRPV1 (receptor ativado pelo 
princípio ativo da pimenta-vermelha, a capsaicina) e TRPA1 em muitos 
neurônios de pequeno diâmetro que contém substância P e o peptídeo 
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP).  
Diferentes agonistas foram já identificados para o TRPA1 como 
alguns compostos derivados de plantas, nomeadamente isotiocianato de 
alila, cinamaldeído e alicina; isolados da mostarda, canela e alho, 
respectivamente, que são capazes de estimular o TRPA1 e causar dor 
espontânea em animais (Bandell et al., 2004; Jordt et al., 2004; Bautista 
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et al., 2005; Calixto et al., 2005; Mcgaraughty et al., 2010). Este canal 
pode ser também ativado por diversos poluentes industriais e irritantes 
ambientais (substâncias oxidantes exógenas), como a acroleína (2-
propenal, encontrada na fumaça de cigarro). (Mcnamara et al., 2007; 
Baraldi et al., 2010; Andrade et al., 2012;).  
Além disso, este canal é ativado por compostos endógenos reativos 
produzidos após dano tecidual e associados a condições dolorosas como 
o 4-hidroxinonenal, espécies reativas de oxigênio (como, por exemplo, o 
peróxido de hidrogênio, H2O2) ou de nitrogênio (Andersson et al., 2008; 
Andrè et al., 2008; Bessac et al., 2008; Sawada et al., 2008; Keeble et al., 
2009; Baraldi et al., 2010). Assim a interação entre o receptor TRPA1 e 
estes compostos altamente reativos é de grande relevância para o 
reconhecimento do dano celular, principalmente durante eventos 
inflamatórios e neuropáticos (Hinman et al., 2006; Macpherson et al., 
2007; Bang e Hwang, 2009; Mcgaraughty et al., 2010).  
A estimulação dos nociceptores contendo TRPA1 gera uma série 
de respostas pró-inflamatórias em um fenômeno denominado de 
inflamação neurogênica (Richardson e Vasko, 2002 e Geppetti et al., 
2008), que compreendem fatores vasculares e não vasculares (Richardson 
e Vasko, 2002 e Geppetti et al., 2008). A ativação do canal TRPA1 por 
agonistas endógenos ou exógenos induz dor espontânea e inflamação 
neurogênica em modelos de nocicepção em roedores e também em 
humanos (Nilius, 2007; Andrade et al., 2012; Bautista et al., 2013).  
Assim, diversos antagonistas TRPA1 foram testados em modelos 
de dor inflamatória causada por administração intraplantar ou intra-
articular de adjuvante completo de Freund (modelos de dor inflamatória 
crônica) ou cristais de urato monossódico (modelo de ataque agudo de 
gota) em ratos e camundongos, e apresentaram efeito antinociceptivo e 
anti-inflamatório. A ativação deste receptor nestes modelos parece ser 
mediada via produção de mediadores inflamatórios ou ainda peróxido de 
hidrogênio (Peter-Szabo et al., 2007; Garrison e Stucky, 2014; Trevisan 
et al., 2014; Moilanen et al., 2015; Horváth et al., 2016), sendo assim este 
composto reativo tem sido associado a possível ativação do receptor 
TRPA1 em patologias dolorosas. Porém, ainda, não foi observado a 
participação do receptor TRPA1 em um modelo de dor inflamatória 
causada por queimadura por lesão térmica, já para o receptor TRPV1 
existem evidências mostrando o seu envolvimento nesta forma de dor 
(Green et al., 2013).  
Em um estudo recente foi observado um aumento na expressão do 
receptor TRPA1 em cicatrizes de queimadura que apresentavam também 
prurido em pacientes. E observado também que neuropeptideos na 
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periferia (como o CGRP e a SP), foram aumentados nessas cicatrizes de 
queimadura. Estes resultados podem ajudar a determinar uma abordagem 
terapêutica específica para o prurido pós-queimadura (Yang et al., 2015) 
Em pacientes com queimaduras, o tratamento  ao danos causados 
durante e após a recuperação da ferida ainda está longe do ideal, 
principalmente para o controle da dor (Cuttle et al., 2009; Richardson e 
Mustard, 2009). Dessa forma, além do envolvimento de espécies reativas 
e do processo inflamatório no desenvolvimento da queimadura, o receptor 
TRPA1 poderia ser um mediador deste processo inflamatório, sendo que 
este canal é ativado por espécies reativas e também sensibilizado por 
mediadores inflamatórios, podendo então participar da manutenção do 
processo de dor inflamatória observada. Portanto o objetivo desse estudo 
foi avaliar a participação do receptor TRPA1 na nocicepção e inflamação 
provocadas por modelo de lesão térmica na pata traseira de ratos. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL  
 
Avaliar a participação do receptor TRPA1 na nocicepção e 
inflamação provocadas por modelo de lesão térmica na pata traseira de 
ratos. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Investigar o efeito antinociceptivo e antiedematogênico do 
creme não aniônico contendo o antagonista TRPA1 (HC-
030031) em diferentes concentrações no modelo de nocicepção 
e edema causado pela administração intraplantar do agonista 
TRPA1 (AITC); 
 
2. Observar o efeito antinociceptivo do creme não iônico contendo 
o antagonista TRPA1 (HC-030031) em um modelo de lesão 
térmica na pata traseira de ratos; 
 
3. Investigar o efeito anti-inflamatório (edema de pata e atividade 
das enzimas mieloperoxidase e NAGase) do antagonista do 
creme não iônico contendo o antagonista TRPA1 (HC-030031) 
em um modelo de lesão térmica na pata traseira de ratos; 
 
4. Avaliar por análise histológica a migração de células 
inflamatórias após a aplicação do creme não iônico contendo o 
antagonista TRPA1 (HC-030031) em um modelo de lesão 
térmica na pata traseira de ratos; 
 
5. Verificar o conteúdo do agonista endógeno do receptor TRPA1 
(peróxido de hidrogênio), a atividade de enzimas oxidantes 
(superóxido dismutase e NADPH oxidase) em um modelo de 
lesão térmica na pata traseira de ratos após o tratamento com o 
creme não iônico contendo o antagonista TRPA1 (HC-
030031). 
 
6. Avaliar a imunoreatividade para o receptor TRPA1 em um 
modelo de lesão térmica na pata traseira de ratos após o 
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tratamento com o creme não iônico contendo o antagonista 
TRPA1 (HC-030031). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 ANIMAIS  
 
Foram utilizados ratos Wistar machos (150-300 g) criados no 
biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os protocolos 
experimentais foram submetidos para a avaliação pelo Comitê de ética da 
Unesc (CEUA) obtendo a aprovação do mesmo através do protocolo 
número 020/2015-2 (com adendo ao protocolo de número 008/2015-2). 
Os animais foram mantidos em um ambiente controlado (22 ± 2 °C), com 
um ciclo de 12 horas de luz e escuro e alimentados com ração padrão e 
água ad libitum. Antes dos experimentos, os animais foram aclimatizados 
no laboratório durante pelo menos 1 hora. Todos os experimentos foram 
realizados entre 08:00 – 17:00 horas. Os protocolos experimentais estão 
em conformidade com as diretrizes éticas atuais para a investigação de 
dor experimental em animais da Associação Internacional para o Estudo 
da Dor (IASP) (Zimmermann, 1983). Além disso, o número de animais e 
a intensidade de estímulo nocivo foram os mínimos necessários para 
demonstrar os efeitos consistentes dos tratamentos. A avaliação 
comportamental foi realizada de forma cega no que diz respeito à 
administração de drogas. 
 
3.2 REAGENTES 
 
Os reagentes foram comprados no Sigma Aldrich Chemical Co. 
(St. Louis, USA). O creme não iônico contendo os tratamentos (HC-
030031 ou sulfadiazina de prata) foram preparados em diferentes 
concentrações (0,005; 0,05 e 0,5%) por incorporação dos solutos no 
creme já pronto. O creme não iônico foi comprado a partir de farmácia de 
manipulação em Criciúma, com composição de Lanette (12 g), vasilina 
sólida (11 mL), propileno glicol (7 mL), solução conservante de 
parabenos (3,3 g), solução conservante de imidazolidinilureia a 50%, e 
água destilada (100 g). 
 
3.3 MODELO DE NOCICEPÇÃO E EDEMA CAUSADO PELA 
ADMINISTRAÇÃO INTRAPLANTAR DE AITC 
 
Para determinar a concentração indicada do creme aniônico 
contendo HC-030031 (antagonista TRPA1) foi utilizado um modelo de 
nocicepção e edema que não provoca inflamação crônica nos animais, que 
43 
 
é a administração intraplantar de AITC (agonista natural do receptor 
TRPA1). Então, para isso os animais foram administrados por via tópica 
(pata traseira direita, 10 minutos antes do teste) com o creme aniônico 
contendo HC-030031 nas concentrações de 0,005; 0.5 ou 0.5%. Em 
seguida, os animais foram divididos em 4 grupos (creme aniônico, creme 
aniônico contendo 0005; 0.05 e 0.5% de HC-030031, 200 mg/pata) com 
5 animais em cada. Após 10 minutos da adminstração, foi aplicado o 
AITC na dose de 1 nmol/pata (100 µL de volume) de forma subcutânea 
na pata traseira direita. O comportamento nociceptivo (lamber a pata) foi 
cronometrado por 5 minutos. O edema de pata foi verificado após 15 
minutos da administração de AITC (usando um paquímetro digital) 
(Hoffmeister et al., 2010; Trevisan et al., 2013). A partir destes dados, foi 
escolhida a melhor concentração do creme contendo HC-030031 (0,05%), 
e esta foi utilizada para realizar o modelo da lesão térmica de pata traseira. 
 
3.4 MODELO DE LESÃO TÉRMICA DA PATA TRASEIRA 
 
Para realizar o modelo de lesão térmica os animais foram expostos 
ao calor (banho-maria, 70 ºC). Para isso todos os animais foram 
anestesiados com cetamina (90 mg/kg, intraperitoneal) e xilazina (30 
mg/kg, intraperitoneal), e após a pata traseira direita foi exposta ao banho-
maria na temperatura de 70°C por 5 segundos (para mimetizar uma 
queimadura de média gravidade) (Silva et. al., 2013). No grupo controle 
a pata traseira direita foi colocada em banho-maria na temperatura de 37 
°C por 5 segundos nos animais também anestesiados. Depois que o 
procedimento for aplicado, o animal foi colocado novamente na caixa e 
retornará ao biotério. Os animais foram observados até recuperarem da 
anestesia e para isso foram mantidos em ambiente aquecido. As medidas 
de nocicepção e edema foram realizadas de 1 a 6 dias após a indução de 
lesão térmica ou no grupo controle. A aplicação dos tratamentos iniciou-
se logo após a lesão térmica e foi realizada por 6 dias. 
Assim, no modelo de lesão térmica de pata foram utilizados cinco 
grupos contendo 7 animais em cada grupo experimental (total de 35 
animais): 
 Grupo 1 - controle sem tratamento; 
 Grupo 2 - lesão térmica sem tratamento; 
 Grupo 3 - lesão térmica e aplicação tópica de creme aniônico;  
 Grupo 4 - lesão térmica e aplicação tópica de creme aniônico 
contendo sulfadiazina de prata a 1% (controle positivo); 
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 Grupo 5 - lesão térmica e aplicação tópica creme aniônico 
contendo HC-030031 0,05% (concentração com maior eficácia 
escolhida no teste do AITC). 
 
3.4.1 Avaliação dos parâmetros nociceptivos 
 
A avaliação dos parâmetros nociceptivos foi realizada antes 
(medidas basais) e após 1 a 6 dias da indução da lesão térmica (dias 1, 2, 
3, 4, 5 e 6). Dessa forma estas medidas auxiliaram na determinação da 
atividade antinociceptiva dos tratamentos em teste (Silva et al., 2013). 
 
3.4.1.1 Alodínia mecânica estática 
 
Para avaliar a alodínia mecânica estática os ratos foram 
individualmente colocados em caixas de acrílico claros (9 cm × 7 cm × 
11 cm) em plataformas elevadas, de malha de arame para acesso a 
superfície ventral das patas traseiras (Trevisan et. al., 2014; Silva et al., 
2013). Após um período de habituação (30 minutos) a superfície plantar 
da pata traseira foi tocada com uma série de sete filamentos de Von Frey 
(1, 2, 4, 6, 8, 10 e 15 g). Os monofilamentos de Von Frey foram aplicados 
perpendicularmente na face plantar para provocar uma ligeira deformação 
e foram detidos por aproximadamente 2 s. O limiar de retirada de 50% foi 
determinado utilizando o método de up-and-down (Dixon et al., 1980; 
Chaplan et al., 1994). Neste paradigma, o teste foi iniciado com o 
monofilamento de 6 g. Os estímulos foram sempre apresentados 
consecutivamente; seja em ordem crescente ou decrescente. Então 
quando um determinado estímulo causar resposta de retirada o estímulo 
subsequente foi diminuído de intensidade, e se não causar resposta de 
retirada o estímulo subsequente foi aumentado de intensidade, até 
completar 6 aplicações. 
 
3.4.1.2 Alodínia mecânica dinâmica 
 
A resposta dinâmica a um estímulo mecânico não nocivo foi 
medida de acordo com a resposta ao estímulo utilizando um pincel (Silva 
et al., 2013). Os ratos foram colocados em caixas de acrílico claros (9 cm 
× 7 cm × 11 cm) em plataformas elevadas, de malha de arame para acesso 
a superfície ventral das patas traseiras e um estímulo com pincel suave foi 
usado para esfregar a área dorsal da pata por 15 segundos. A resposta de 
retirada da pata no prazo de 15 segundos foi considerada como alodínia 
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mecânica dinâmica, dessa maneira foi cronometrado o tempo que o 
animal iriá demorar para retirar a pata do estímulo. 
 
3.4.1.3 Alodínia térmica ao calor 
 
Para avaliar a alodínia térmica ao calor não nocivo foi aplicado o 
teste de imersão da pata em banho-maria na temperatura de 30°C (Silva 
et al., 2013). Este estímulo de baixa intensidade produz latências basais 
de aproximadamente 15 segundos. A latência de retirada da pata foi 
registrada com um cronômetro. O tempo máximo de exposição ao 
estímulo foi de 20 segundos. 
 
3.4.1.4 Nocicepção espontânea 
 
A avaliação do comportamento espontâneo dos ratos foi realizado 
observando uma série de medições relacionadas a alterações de marcha, 
e movimentos nociceptivos da pata traseira direita. O tempo gasto 
demonstrando qualquer um destes comportamentos foi medido durante 5 
minutos com um cronômetro e definido como o tempo de nocicepção 
espontânea (Silva et al., 2013).  
 
3.4.1.5 Medida da alteração da expressão facial dos animais 
 
Esta medida é utilizada para avaliar comportamentos semelhantes 
à dor em animais. Para avaliar a expressão facial dos animais, eles foram 
colocados em caixas de acrílico transparente (21 cm × 10.5 cm × 9 cm), 
o animal foi filmado com o uso de uma câmara digital de alta resolução 
posicionada na parte frontal e traseira da caixa por 30 minutos. Os animais 
foram então avaliados antes (basal) e após a administração da substância 
(teste). Após, com o auxílio de um programa (Rodent Face Finder®) 
foram selecionadas diferentes imagens do animal em que a face aparece 
em uma posição ideal para avaliar a expressão facial. Em seguida, as 
imagens foram inserida no programa PowerPoint e foram organizadas de 
forma randomizada para avaliação, para isso,  utilizou-se o programa 
PowerPoint macro (http://www.tushar-mehta.com/powerpoint/ 
randomslideshow/index.htm). Dessa maneira, as imagens foram 
analisadas através de escores pré-definidos de 0 a 2, dependendo da 
intensidade da dor (0- sem modificações, 1 – moderada, e 2 – evidente) 
(Sotocinal et al., 2011). Assim, foram observadas mudanças nos olhos e 
na região periorbital, nas orelhas, no nariz e nas vibrissas do animal. 
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3.4.2 Medida do edema 
 
A formação do edema induzido por lesão térmica foi considerado 
como o aumento da espessura da pata medido com paquímetro digital 
(Silva et al., 2013). A espessura da pata foi verificada em vários 
momentos após (1-6 dias) da lesão térmica e comparados aos valores 
basais (antes lesão térmica). 
 
3.4.3 Medidas de inflamação, estresse oxidativo e expressão do 
receptor TRPA1 
 
Após 6 dias da indução da lesão térmica os animais sofrerão 
eutanásia através de método químico (primeiramente pré-anestesiados 
com diazepam, 5 mg/kg/mL) posteriormente foi utilizado tiopental 50 
mg/kg/mL (10 mg/mL). Após as amostras da pele da pata foram retiradas 
e utilizadas para a determinação das medidas de inflamação, estresse 
oxidativo e expressão do receptor TRPA1. 
 
3.4.3.1 Marcadores de infiltração de leucócitos 
 
Para estimar a infiltração de células inflamatórias na pata após uma 
lesão térmica, amostras de pele da pata foram coletadas para estimar a 
atividades da mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-β-D-glucosaminidase 
(NAGase), marcadores de infiltração de neutrófilos e macrófagos, 
respectivamente (Lloret e Moreno, 1995, Suzuki et al., 1983). Em 
primeiro lugar, as amostras foram homogeneizadas em tampão de acetato 
de sódio (8 mM, pH 5,5) contendo HTAB 0,5%, centrifugadas, e o 
sobrenadante recolhido. Após, ao sobrenadante foram adicionados 
tampão acetato (200 mM, pH 5,4) e 3,3',5,5' tetrametil-benzidina (TMB, 
18,4 mM) e incubados a 37 °C durante 3 minutos. Para terminar a reação, 
as microplacas foram incubadas num banho de gelo, e foi adicionado 
ácido acético. A cor formada foi determinada a 630 nm com o uso de um 
espectrofotômetro.  
Para a mensuração da atividade NAGase, o sobrenadante foi 
incubado com 4-nitrofenilo N-acetil-β-D-glucosaminida (2,24 nm). Após 
a incubação, tampão de glicina (0,2 uM; pH 10,4) foi adicionado para 
terminar a reação e para permitir o desenvolvimento de cor, que foi 
medida a 405 nm. Os valores foram expressos como densidades ópticas 
corrigidas para o teor de proteína. A absorbância de todas as reações foi 
medida utilizando leitor de placas Fisher Biotech Microkinetics Reader 
BT 2000. Os valores foram expressos como densidade óptica corrigida 
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pela concentração de proteína. A concentração de proteína foi medida 
utilizando o método descrito por Bradford (1976). 
 
3.4.3.2 Histologia 
 
Para confirmar a infiltração de leucócitos nos tecidos das patas 
traseiras direitas dos animais que receberam ou não receberam uma lesão 
térmica, e com diferentes tratamentos, foram realizadas análises 
histológicas. A pele da pata foi removida e pós-fixada por 24 horas na 
mesma solução (paraformaldeído 4%), e em seguida embebida em 
parafina após desidratação e diafanização, após estas foram seccionadas 
em cortes de 5 μm de espessura. As análises histológicas dos focos 
inflamatórios foram realizadas com hematoxilina-eosina (H&E) e 
luxolfast blue (LFB). A leitura das lâminas foi realizada em microscópio 
óptico (Eclipse 50i, Nikon, Melville, NY, EUA), com aumento de 200x, 
sendo que quatro campos oculares por corte (7 animais/grupo) foram 
capturados. As imagens foram registradas com auxílio da câmera Nikon 
(Sight DS-5M-L1, Melville, NY, EUA) e analisadas utilizando o software 
NIH ImageJ 1.36b (NIH, Bethesda, MD, EUA), considerando a coloração 
nuclear das células inflamatórias (H&E) (Oliveira et al., 2011). 
 
3.4.3.3 Dosagem dos níveis de peróxido de hidrogênio 
  
O possível aumento da concentração de peróxido de hidrogênio 
(agonista TRPA1) foi observado na pele da pata (Trevisan et al., 2014). 
Para isso, as amostras foram homogeneizadas em 4 ºC por 30 segundos 
cada, com 0,3 mL de tampão fosfato (50 mM – pH 7.4), contendo 5 mM 
de azida de sódio. O homogenato foi centrifugado à 10.000 x g à 4ºC por 
20 minutos. O conteúdo de H2O2 foi determinado pelo método de 
vermelho de fenol utilizando a peroxidase de rabanete. A cada 200 L do 
ensaio, 50 L do homogenato sobrenadante e 50 L de vermelho de fenol 
(200 µg/mL) e HRPO (100 µg/mL) foram adicionados e incubados à 25ºC 
por 10 minutos. Ao final da incubação, 10 µL de NaOH 1 M foram 
adicionados e, em seguida, a absorbância foi determinada 
espectrofotometricamente a 610 nm. Os resultados finais foram expressos 
como equivalentes de nanomols de H2O2 por mg de proteína, sobre a base 
de uma curva padrão de oxidação mediada por HRPO, de vermelho de 
fenol por H2O2. A reação foi lida em um leitor microcinético (Fisher 
Biotech BT, 2000). Os valores foram expressos como densidade óptica, 
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corrigida pela concentração de proteína, que foi mensurado pelo método 
de Bradford (1976).  
 
3.4.3.5 Medida da atividade da NADPH oxidase e superóxido dismutase 
(SOD) 
 
A atividade da NADPH-oxidase foi observada em amostras da pele 
da pata utilizando um kit de ensaio comercialmente disponíveis (CY0100, 
citocromo c redutase, NADPH Kit de Ensaio, Sigma-Aldrich, Milão, 
Itália). Resumidamente, a pele da pata foi homogeneizada em 50 mM de 
tampão de fosfato (pH 7,4) e centrifugada durante 10 minutos a 3000 x g 
a 4 °C, e o sobrenadante foi centrifugado durante 40 minutos a 10.000x g 
a 4 °C. O sobrenadante final foi utilizado para determinação da atividade 
da NADPH oxidase. Os valores foram expressos como U/ul de amostra. 
Para mensurar a atividade da SOD a amostra de tecido foi homogeneizada 
em tampão Tris-HCl (100 mM, pH 7,4; 100 mM de sacarose, 10 mM de 
EDTA e 46 mM de KCl), e centrifugada a 2.000 x g a 4 °C durante 3 
minutos. Depois, a amostra (20 µl) foi misturada com adrenalina (20 µl, 
60 mM) e tampão de glicina (1,000 mL, 50 mM, pH 11) incubadas a 33 
°C, e as alterações na absorbância foram observadas a 480 nm e 
monitoradas durante 5 minutos. A reação foi lida em um leitor 
microcinético (Fisher Biotech BT, 2000). Os valores foram expressos 
como densidade óptica, corrigida pela concentração de proteína, que foi 
mensurado pelo método de Bradford (1976).  
 
3.4.3.6 Extração de proteínas e ensaio de Western blot 
 
O possível aumento da expressão dos receptores TRPA1 na pele 
da pata após a indução de queimadura foi realizado por análise de western 
blot (Trevisan et al., 2014.) Para isso, as amostras de pele de pata obtidas 
foram homogeneizadas em tampão de lise contendo (em mM): 50 Tris, 
150 NaCl, 2 EGTA, 100 de NaF, 1 Na3VO4, Nonidet P40 a 1%, pH 7.5, 
e um conjunto de inibidores de protease (Roche, Basel, Switzerland). Os 
lisados foram centrifugados a 14.000 x g, a 4 °C durante 10 minutos. A 
concentração de proteína no sobrenadante foi determinada usando o kit 
ensaio da Bio-Rad DC proteína. Cada amostra teve uma alíquotas 
contendo 30 µg de proteína totais aplicada em um gel de 10% SDS-
poliacrilamida e as proteínas foram então separadas e transferidas para 
uma membrana de nitrocelulose (Merck Millipore Billerica, MA). Em 
seguida, as membranas foram incubadas com uma solução contendo 5% 
de leite em pó em tampão Tris e 0.1% de Tween 20 (TBST, 20 mM Tris, 
49 
 
pH 7.5, NaCl 150 mM) durante 1 hora à temperatura ambiente, e após 
foram incubadas com anticorpo policlonal primário de  coelho para 
deteção da proteína TRPA1 (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA, 
diluição 1:200) ou anticorpo monoclonal primário de camundongo para 
β-actina (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA, diluição 1:5000), a 4°C 
durante a noite. As membranas foram então marcadas com anticorpo IgG 
anti-coelho ou anti-mouse (Bethyl Laboratories Inc., Cambridge, UK; 
diluição 1:3000) durante 50 minutos à temperatura ambiente. Então, as 
membranas foram lavadas três vezes com TBS-Tween e os anticorpos 
ligados foram detectados utilizando reagentes de quimioluminescência 
(ECL, Pierce, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). A densidade das 
bandas específicas foi observada utilizando um programa de 
processamento de imagem (ImageJ 1.32J, Wayne Rasband, USA) e 
normalizadas contra um controle (β-actina).  
 
3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os dados foram expressos como média ± desvio padrão da média 
e foram analisados estatisticamente por teste “t” de Student ou análise de 
variância (ANOVA) de uma ou duas vias conforme o protocolo 
experimental, seguido do pós-teste de Bonferroni quando necessário. As 
diferenças entre os grupos foram consideradas significativas quando os 
valores de P forem menores que 0,05 (P <0,05) utilizando o programa 
GraphPad Prism 5.04. RESULTADOS 
 
3.6 A APLICAÇÃO DO CREME ANIÔNICO CONTENDO HC-030031 
REDUZIU A NOCICEPÇÃO E EDEMA CAUSADO PELA 
ADMINISTRAÇÃO INTRAPLANTAR DE AITC 
 
Foi observado que a aplicação prévia do creme aniônico contendo 
HC-030031, nas concentrações de 0,05 e 0,5%, foi capaz de reduzir a 
nocicepção e edema causados pela administração intraplantar do agonista 
do canal TRPA1 (AITC, 10 nmol/pata). As concentrações de 0,05 e 0,5% 
apresentaram percentagem de inibição de 71 ± 13 e 76 ± 6% para o efeito 
antinociceptivo nocicepção, e de 76 ± 8 e 60 ± 8% para a ação 
antiedematogênica (Figura 2A e 2B). Como não foram identificadas 
diferenças significativas entre as duas concentrações de 0,05 e 0,5%, a 
concentração de 0,05% foi escolhida para continuar o estudo do efeito do 
antagonista TRPA1 sobre o modelo de dor inflamatória causada por lesão 
térmica em ratos.  
 
50 
 
 
Figura 2 - feito antinoniceptivo (A) e antiedematogênico (B) do creme aniônico 
contendo HC-030031 (antagonista TRPA1) no modelo de dor aguda causado pela 
administração intraplantar de alil isotiocianato de alila (AITC, agonista TRPA1). 
O creme aniônico contendo HC-030031 (0,005; 0,05; ou 0,5%) ou veículo 
(apenas creme aniônico) foram aplicados na pata traseira direita dos animais 10 
minutos antes da administração intraplantar de AITC (1 nmol/pata; 100 L). O 
efeito antinociceptivo foi mensurado por 5 minutos, e o efeito antiedematogênico 
após 15 minutos após a adminsitração de AITC. O edema de pata representa a 
diferença entre a espessura de pata após a administração de AITC e o valor basal. 
Os dados foram representados como média + S.E.M. (n = 5 animais). **P <0,01; 
***P <0,001; quando comparado ao grupo tratado com veículo (ANOVA de uma 
via seguida de do teste post hoc Bonferroni). 
 
3.7. O CREME ANIÔNICO CONTENDO HC-030031 APRESENTOU 
EFEITOS ANTINOCICEPTIVOS NO MODELO DE LESÃO 
TÉRMICA DA PATA TRASEIRA 
 
Os comportamentos nociceptivos foram mensurados por 6 dias 
após a lesão térmica, e os tratamentos foram realizados após a lesão e 
então por mais 5 dias, não houve tratamento no sexto dia após a lesão 
térmica. Inicialmente, deve-se considerar que a lesão térmica da pata 
traseira dos animais induziu comportamentos relacionados a dor como 
alodínia mecânica estática que foi observada como uma redução drástica 
do limiar mecânico de resposta aos filamentos de von Frey do dia 1 a 6 
após a lesão (com valores médios de 15 g para o grupo controle e 1,32 g 
para o grupo com lesão térmica, 6 dias após a lesão, P<0,001 teste “t” de 
Student) (Figura 3A). Considerando os animais que foram tratados com a 
aplicação tópica de creme aniônico contendo HC-030031 (0,05%), este 
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grupo apresentou efeito anti-alodínico para a alodínia mecânica estática 
dos dias 4 a 6 após o tratamento com percentagem de inibição de 43 ± 
10% (no sexto dia após a lesão térmica) (Figura 3A). Efeito similar foi 
observado para aplicação tópica de creme aniônico contendo sulfadiazina 
de prata a 1% (controle positivo), que apresentou efeito do dia 4 ao 6 após 
a lesão térmica com percentagem de inibição de 44 ± 15%, 6 dias após a 
lesão térmica (Figura 3A).  
A indução de lesão térmica também causou alodínia mecânica 
dinâmica do primeiro ao sexto dia após a lesão térmica, como observado 
os com valores médios calculados para o grupo controle foram de 15 
segundos para o grupo controle e 4,82 para o grupo com lesão térmica (5 
dias após a lesão, P<0,001 teste “t” de Student) (Figura 3B). De forma 
semelhante, a aplicação do creme contendo HC-030031 ou sulfadiazina 
de prata reduziram a alodínia mecânica dinâmica após 2 a 6 dias da lesão 
e as percentagens de inibição observadas foram de 89 ± 5 e 67 ± 11%, 
respectivamente (5 dias após a lesão térmica) (Figura 3B).  
Também, foi observado o desenvolvimento de alodínia térmica ao 
calor após 1 a 6 dias da indução de lesão térmica, com valores médios de 
12,4 s para o grupo controle e 3,5 g para o grupo com lesão térmica, 6 
dias após a lesão, P<0,001 teste “t” de Student (Figura 3C). Quando 
observado o efeito destas preparações sobre a alodínia térmica ao calor, 
foi observado um feito antinociceptivo para o creme aniônico contendo 
HC-030031 (47 ± 6% de inibição no dia 6 após a lesão) ou sulfadiazina 
de prata (57 ± 6% de inibição no dia 6 após a lesão) dos dias 3 a 6 após a 
lesão (Figura 3C). De forma diferente, a aplicação tópica apenas do creme 
aniônico não causou redução da alodínia mecânica estática, dinâmica, ou 
térmica ao calor observado neste modelo. 
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Figura 3 A aplicação do creme aniônico contendo HC-030031 reduziu a alodinia 
mecânica estática e dinâmica, e também a hiperalgesia térmica causada pela lesão 
térmica na pata traseira de ratos. Os comportamentos nociceptivos como (A) 
alodínia mecânica estática ou (B) dinâmica e (C) hiperalgesia térmica ao calor 
foram avaliados de 1 a 6 dias após a lesão. Os tratamentos como o creme aniônico 
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contendo HC-030031 (0,05%), sulfadiazina de prata (1%) ou veículo (apenas o 
creme) foram aplicados após a lesão térmica por 6 dias. O grupo controle (sem 
lesão) ou lesão não receberam tratamento tópico. As medidas basais foram 
representadas como B no gráfico, e são os calores medidos antes da indução da 
lesão. Os dados foram representados como média + S.E.M. (n = 7). #P <0.001, 
quando comparado ao grupo controle; *P <0.05; **P <0.01, ***P <0.001, 
quando comparado ao grupo lesão (ANOVA de duas vias seguida do teste post 
hoc Bonferroni). 
 
Além disso, a lesão térmica também provocou nocicepção 
espontânea do 1 até o dia 6 após a lesão, onde o grupo controle apresentou 
valor de 3 segundos e o grupo com lesão térmica 17 segundos (4 dias após 
a lesão, P<0,05 Student’s t-test). A aplicação do creme contendo HC-
030031 mostrou efeito antinociceptivo em relação à nocicepção 
espontânea nos dias 2, 4, 5 e 6 após a lesão; com 48 ± 9% de inibição no 
quarto dia após a lesão (Figura 4A). Também o creme contendo 
sulfadiazina de prata apresentou efeito antinociceptivo nos dias 4, 5 e 6 
após a lesão, com 67 ± 8% de inibição no dia 4 após a lesão (Figura 4A). 
Também, foi observado que houve alteração da expressão facial dos 
animais quando comparado ao grupo controle (sem lesão), com valor de 
mediana para os escores de 0 e 2, respectivamente (P<0,05 teste “t” de 
Student) (Figura 4B). Quando avaliada a alteração da expressão facial dos 
animais após a aplicação do creme contendo HC-030031 (36 ± 9% de 
inibição no dia 6 após a lesão) ou sulfadiazina de prata (36 ± 9% de 
inibição no dia no dia 6 após a lesão) foi observado um efeito 
antinociceptivo nos dias 5 e 6 após a lesão para o HC-030031 e apenas no 
sexto dia após a lesão para a sulfadiazina de prata (Figura 4B). Entretanto, 
a aplicação tópica apenas do creme aniônico não induziu efeito 
antinociceptivo para os testes de nocicepção espontânea. 
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Figura 4 - A aplicação do creme aniônico contendo HC-030031 diminuiu 
comportamentos nociceptivos espontâneos induzidos por lesão térmica na pata 
traseira de ratos. Os comportamentos nociceptivos como (A) nocicepção 
espontânea (pata) ou (B) escore facial foram avaliados de 1 a 6 dias após a lesão. 
Os tratamentos como o creme aniônico contendo HC-030031 (0,05%), 
sulfadiazina de prata (1%) ou veículo (apenas o creme) foram aplicados após a 
lesão térmica por 6 dias. O grupo controle (sem lesão) ou lesão não receberam 
tratamento tópico. As medidas basais foram representadas como B no gráfico, e 
são os valores medidos antes da indução da lesão. Os dados foram representados 
como média + S.E.M. (n = 7). #P <0.05, quando comparado ao grupo controle; 
*P <0.05, quando comparado ao grupo lesão (gráfico A, ANOVA de uma via 
seguida do teste post hoc Bonferroni para cada dia após a lesão; gráfico B, teste t 
de Student não paramétrico para comparar os grupos após cada dia da lesão). 
 
3.8 O CREME ANIÔNICO CONTENDO HC-030031 APRESENTOU 
EFEITOS ANTI-INFLAMATÓRIOS NO MODELO DE LESÃO 
TÉRMICA DA PATA TRASEIRA 
 
A lesão térmica causou edema de pata traseira nos animais do 
grupo com lesão sem tratamento quando comparados com aqueles do 
grupo controle (sem lesão), valor de 5,5 mm e 0,42 mm (6 dias após a 
lesão, P<0,05 teste “t” de Student), respectivamente (Figura 5A). Este 
parâmetro inflamatório foi reduzido pelo tratamento com o creme 
contendo HC-030031 de 3 a 6 dias após a lesão térmica ou sulfadiazina 
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de prata de 1 a 6 dias após a lesão térmica, as percentagens de inibição 
foram de 46 ± 5 e 46 ± 5 %, respectivamente 6 dias após a lesão (Figura 
5A). Porém, a aplicação tópica apenas do creme aniônico não induziu 
efeito antiedematogênico (Figura 5A). 
Quando avaliada a atividade das enzimas MPO e NAGase no 
tecido da pata traseira 6 dias após a indução de lesão térmica foi 
observado aumento destes parâmetros no grupo com lesão térmica e sem 
tratamento quando comparado àquele controle (Figura 5B e 5C). Além 
disso, o uso do creme contendo HC-030031, e também a aplicação da 
sulfadiazina de prata reduziu estes parâmetros inflamatórios de forma 
semelhante, 68 ± 10 e 73 ± 2% de redução para a atividade da MPO, e 79 
± 5 e 80 ± 2% de inibição para a atividade da NAGase, respectivamente. 
O uso apenas do creme aniônico não induziu efeitos anti-inflamatório em 
relação a atividade destas enzimas (Figura 5B e 5C). 
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Figura 5 - A aplicação do creme aniônico contendo HC-030031 diminuiu 
parâmetros inflamatórios causados por lesão térmica na pata traseira de ratos. (A) 
O edema de pata traseira foi observado de 1 a 6 dias após a lesão. Os tratamentos 
como o creme aniônico contendo HC-030031 (0,05%), sulfadiazina de prata (1%) 
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ou veículo (apenas o creme) foram aplicados após a lesão térmica por 6 dias. As 
medidas basais foram representadas como B no gráfico, e são os valores medidos 
antes da indução da lesão. A atividade das enzimas (B) mieloperoxidase (MPO) 
e (C) NAGase foram avaliadas no sexto dia após a lesão térmica ou no grupo 
controle, e após a aplicação dos tratamentos (HC-030031 0,05%, sulfadiazina de 
prata 1% ou veículo – creme aniônico) no tecido da pele da pata traseira de ratos. 
O grupo controle (sem lesão) ou lesão não receberam tratamento tópico. Os dados 
foram representados como média ± S.E.M. (n = 7). #P <0.05, quando comparado 
ao grupo controle; *P <0.05, quando comparado ao grupo lesão (gráfico A, 
ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc Bonferroni; gráfico B e C, 
ANOVA de uma via seguida do teste post hoc Bonferroni). 
 
A avaliação do tecido da pata retirado 6 dias após a lesão mostrou 
aumento do número de polimorfonucleares no tecido, quando comparado 
o grupo com lesão e o grupo controle (sem lesão) (Figura 6). O número 
de células infiltradas foi menor nos grupos tratados com HC-030031 ou 
ainda sulfadiazina de prata (Figura 6). Já, o tratamento com o creme 
aniônico não causou redução do número de células infiltradas (Figura 6B 
e 6C). 
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Figura 6 - Efeito da aplicação do creme aniônico contendo HC-030031 sobre 
mudanças histológicas no tecido da pata em ratos submetidos a modelo de lesão 
térmica. As figuras são representativas das seções histológicas do tecido da pata 
marcados com hematoxilina-eosina (20 e 40x aumento; escala 100 μm) do grupo 
(A) sem lesão térmica; com lesão térmica e (B) sem tratamento tópico ou (C) 
tratados com creme aniônico ou (D) aplicação de creme aniônico contendo 
sulfadiazina de prata (1%), (E) com tratamento com creme aniônico contendo 
HC-030031 (0,05%). Em (F) contagem das células polimorfonucleares por 
campo. As setas em A-E indicam infiltração de leucócitos polimorfonucleares 
sobre a pele da pata. Cada barra (F) representa a média + S.E.M (n=7); #P <0.05 
quando comparado com o grupo controle. **P <0.01 e ***P <0.001 quando 
comparado com o grupo lesão (ANOVA de uma via seguida do teste post hoc 
Bonferroni).  
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3.9 APÓS O MODELO DE LESÃO TÉRMICA OCORREU AUMENTO 
DA EXPRESSÃO DO RECEPTOR TRPA1 E TAMBÉM DE 
PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO QUE FORAM 
TRATADOS COM O USO DO CREME ANIÔNICO CONTENDO 
HC-030031 
 
Também a lesão térmica causou aumento do nível do agonista 
TRPA1 (peróxido de hidrogênio) e da atividade das enzimas NADPH 
oxidase e SOD em relação ao grupo controle, quando estes parâmetros 
foram mensurados na pele da pata após a lesão térmica em relação ao 
grupo controle. Além disso, os grupos tratados com HC-030031 e 
sulfadiazina de prata reduziram todos estes parâmetros de estresse 
oxidativo; 71 ± 6 e 69 ± 10% de inibição para o nível de peróxido de 
hidrogênio, 60 ± 7 e 66 ± 10% de inibição para a atividade da NADPH 
oxidase, 68 ± 7 e 67 ± 7% de inibição para a atividade da SOD, 
respectivamente (Figura 7A, 7B e 7C). Porém, o tratamento com o creme 
aniônico não causou redução dos parâmetros de estresse oxidativo após 
lesão térmica (Figura 7A, 7B e 7C). 
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Figura 7 - Avaliação do conteúdo de peróxido de hidrogênio e atividades das 
enzimas NADPH oxidase e superóxido dismutase (SOD) após lesão térmica em 
ratos e efeito da aplicação do creme aniônico contendo HC-030031. (A) 
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Conteúdo de peróxido de hidrogênio, atividade das enzimas (B) NADPH oxidase 
e (C) superóxido dismutase (C, SOD). Os tratamentos com o creme aniônico 
contendo HC-030031 (0,05%), sulfadiazina de prata (1%) ou veículo (apenas o 
creme) foram aplicados após a lesão térmica por 6 dias. Estes parâmetros foram 
avaliados no sexto dia após a lesão térmica ou no grupo controle, e após a 
aplicação dos tratamentos (HC-030031 0,05%, sulfadiazina de prata 1% ou 
veículo – creme aniônico) no tecido da pele da pata traseira de ratos. O grupo 
controle (sem lesão) ou lesão não receberam tratamento tópico. Os dados foram 
representados como média ± S.E.M. (n = 7). #P <0.05, quando comparado ao 
grupo controle; *P <0.05, quando comparado ao grupo lesão (ANOVA de uma 
via seguida do teste post hoc Bonferroni). 
 
A lesão térmica em ratos causou aumento da expressão do receptor 
TRPA1 em relação ao grupo controle, e então o tratamento com HC-
030031 ou sulfadiazina de prata foi capaz de reduzir estes níveis de forma 
considerável (54 e 100% de redução, respectivamente) (Figura 8). Já, o 
tratamento com o creme aniônico não causou redução da expressão do 
receptor TRPA1 após lesão térmica (Figura 8). 
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Figura 8 - A expressão do receptor TRPA1 no tecido da pata após 6 dias da 
indução da lesão térmica ou grupo controle, e efeito do tratamento com HC-
030031 e sulfadiazina de prata sobre este parâmetro. Os tratamentos com o creme 
aniônico contendo HC-030031 (0,05%), sulfadiazina de prata (1%) ou veículo 
(apenas o creme) foram aplicados após a lesão térmica por 6 dias. O grupo 
controle (sem lesão) ou lesão não receberam tratamento tópico. Os dados foram 
representados como média ± S.E.M (n=6), e o resultado foi expresso como % do 
controle (animais sem lesão térmica). ##P <0.01, quando comparado ao grupo 
controle; **P <0.01, quando comparado ao grupo lesão (ANOVA de uma via 
seguida do teste post hoc Dunnet’s).  
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4 DISCUSSÃO 
 
A dor observada em pacientes com queimadura é muitas vezes 
incapacitante, pois pode levar, mesmo após a recuperação, a diferentes 
condições psicológicas.  O tratamento adequado desta situação clínica 
deve ser realizado de forma eficaz e com a menor indução de efeitos 
adversos (Xie et al., 2012). Porém, muitas vezes, o tratamento é 
complicado, pois a dor pode apresentar-se de diferentes etiologias, como 
dor inflamatória ou neuropática, e dessa maneira requer tratamentos 
diferenciados para seu alívio, incluindo opioides, gabapentina ou outros 
fármacos não-opioides (Gamst-Jensen et al., 2014; Mcintyre et al., 2016).  
O tratamento tópico de queimaduras com coberturas que garantam 
efeito antimicrobiano ou ainda que permitam proteção e também alívio 
da dor é uma alternativa de tratamento em diferentes formas de 
queimadura (Singer e Dagum 2008; Wasiak et al. 2008). Contudo, até o 
momento ainda não existem medicamentos que sejam eficazes em todas 
as formas de dor, e ainda que tenham poucos efeitos adversos 
relacionados ao tratamento (Mcintyre et al., 2016). Assim, faz-se 
necessário a procura por mecanismos diversos que possam estar 
associados à dor causada por lesões térmica, para que estas pesquisas 
possam então auxiliar no desenvolvimento de novos medicamentos 
(Chang e Waxman 2010; Fowler et al. 2014; Silva et al. 2014; Ueda et al. 
2014). 
Dessa forma, diversos modelos animais de lesão térmica têm sido 
desenvolvidos para avaliar o efeito analgésico e/ou anti-inflamatório de 
compostos em camundongos e ratos, estes modelos podem ser 
provocados por lesão térmica com placa quente ou ainda por imersão da 
pata do animal em banho-maria, normalmente são modelos que tentam 
mimetizar queimaduras de primeiro ou segundo grau (Gao et al., 2010), 
ou ainda de terceiro grau porém a lesão é limitada a um local específico 
como a pata traseira do animal (Fowler et al., 2014). Modelos que 
envolvem lesões extensas e reações metabólicas não são normalmente 
utilizados para avaliar o efeito analgésico de substâncias (Abdullahi, 
Amini-Nik, e Jeschke 2014; McIntyre et al. 2016), devido ao dinâmico e 
multifatorial quadro hipermetabólico envolvido que muitas vezes 
interfere na possibilidade de medidas corretas de nocicepção, pois 
provocam também alterações de locomoção.  
O modelo de dor causado por queimadura por água em alta 
temperatura já havia sido utilizado em outros estudos e se mostra 
interessante por ser um modelo que não causa lesão extensa no animal e 
também tem ação inflamatória limitada ao local atingido (Jeschke et al., 
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2009), levando a nocicepção na pata traseira que é um local de fácil acesso 
para avaliar medidas de nocicepção (Barrot, 2012). Desta forma, neste 
primeiro estudo não foi avaliado o efeito sobre modelos de dor de grande 
gravidade, pois o objetivo foi verificar se o receptor TRPA1 poderia ter 
participação em processos inflamatórios causados por queimadura.  
A partir do momento em que foi observado um resultado 
antinociceptivo positivo neste projeto, é possível ampliar estudos para 
avaliar o envolvimento deste canal em modelos de dor causado por 
queimaduras de maior gravidade, ou ainda com administração por via oral 
ou parenteral destes antagonistas do receptor TRPA1. Estas são vias que 
também induzem efeito antinociceptivo em outros modelos de dor 
inflamatória para estes compostos (Andrade et al. 2012; Preti, Saponaro, 
Szallasi 2015). 
Nenhum estudo foi realizado com a aplicação de creme aniônico 
contendo antagonistas específicos do TRPA1 como o HC-030031, apenas 
aplicação local por via intraplantar ou ainda intra-articular (Pinheiro et 
al., 2015; Trevisan et al., 2014). Para que não fossem utilizados grupos 
excessivos de animais no estudo, um modelo de dor aguda foi empregado 
para fazer a escolha da concentração ideal para administração. O modelo 
de dor aguda causado pela administração de AITC, um agonista TRPA1, 
foi escolhido para determinar assim, o possível efeito antinociceptivo 
desta preparação contendo HC-030031 (Trevisan et al., 2014).  
O AITC é um agonista do canal TRPA1 derivado do óleo de 
mostarda e que quando administrado em ratos e camundongos induz 
nocicepção por um curto período (cerca de 5 a 10 minutos) e também 
induz o aparecimento de edema no local (Eid et al., 2008). O edema é 
possivelmente causado pela liberação de substância P e CGRP que são 
neuropeptídios liberados a partir de terminais sinápticos nociceptivos e 
que causam vasodilatação e edema (Andrade et al., 2012). Assim, três 
concentrações do creme contendo HC-030031 foram testadas neste 
modelo, e apenas as concentrações de 0,5 e 0,05% mostraram efeito 
antinociceptivo e antiedematogênico. A concentração de 0,05% foi então 
escolhida para ser testada no modelo de dor inflamatória aguda causada 
por queimaduras.  
O HC-030031 é um antagonista específico do receptor TRPA1 e 
quando testado por via intraplantar é normalmente administrado na 
concentração de 300 nmol/pata (= 0,1 mg/pata/100 L) (Trevisan et al., 
2014), então a concentração de 0,05% (0,1 mg/pata/200 mg de creme 
aniônico) corresponde a um valor similar àquele administrado por via 
intraplantar.  
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Em um segundo momento a concentração de 0,05% do creme 
aniônico contendo HC-030031 foi utilizado para avaliar o seu efeito 
antinociceptivo em um modelo de dor inflamatória aguda em ratos. No 
modelo de lesão térmica induzida por imersão da pata traseira de ratos a 
alta temperatura, já foi observado o desenvolvimento de 
hipersensibilidade térmica e mecânica (Gao et al., 2010; Silva et al., 
2013), utilizando os testes de nocicepção com filamentos de Von Frey 
(alodínia mecânica), pincel (alodínia estática) ou ainda imersão da pata 
traseira em água morna (alodínia térmica ao calor) (Barrot, 2012; Silva et 
al., 2013).  
Assim, este modelo se enquadra em sintomas já observados na 
clínica para pacientes com queimaduras causadas por líquidos como água 
quente, onde os mesmos relatam alodínia mecânica e hiperalgesia térmica 
ao calor (Summer et al., 2007; Laycock et al., 2013). Diferentes 
mecanismos já foram associados em humanos ao desenvolvimento de 
alodínia mecânica, como o aumento da liberação de mediadores 
inflamatórios e sensibilização de nociceptores periféricos (Raja e 
Campbell, 1984; Pedersen et al., 1998; Summer et al., 2007). Entretanto, 
mesmo que outros receptores TRP tenham já sido estudados em modelos 
de lesão térmica como o TRPV1 (Pedersen et al., 1998), nenhum estudo 
até o momento havia avaliado o efeito antinociceptivo de antagonistas do 
receptor TRPA1. 
O creme contendo HC-030031 foi capaz de reduzir a alodínia 
mecânica, assim como aquele creme que continha sulfadiazina de prata 
também apresentou efeito antinociceptivo. Como o veículo destes 
tratamentos aplicado ao grupo com lesão térmica não apresentou efeito 
significativo quando comparado ao grupo controle, pode-se definir que 
estes tratamentos apresentaram efeito antinociceptivo, e que não era 
apenas observado um efeito do creme. Os animais tratados com HC-
030031 e sulfadiazina de prata retornaram aos seus valores basais ainda 
no sexto dia da aplicação dos cremes na pata. Estes tratamentos 
promoveram uma recuperação do tecido lesado de forma mais efetiva. 
Porém em relação a potência provavelmente o creme contendo HC-
030031 tem um maior valor, pois em uma concentração de apenas 0,05% 
já mostrou valores de inibição similares àqueles encontrados para a 
sulfadiazina de prata a 1%.  
A administração de antagonistas TRPA1 por via oral ou ainda local 
(intraplantar, intra-articular ou intratecal), foi capaz de reduzir a alodínia 
mecânica e também hiperalgesia térmica em diferentes modelos de dor 
inflamatória (Geppetti et al., 2008; Andrade et al. 2012). Dessa forma, 
estes estudos confirmam o potencial destes compostos para reduzir a 
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nocicepção em modelos de inflamação. Um resultado antinociceptivo 
semelhante já havia sido descrito para o creme contendo sulfadiazina de 
prata 1% no mesmo modelo em ratos (Silva et al., 2013). 
Também, os pacientes com queimaduras, como aquelas causadas 
por líquidos em altas temperaturas, relatam dor espontânea que 
normalmente tem características de dor em queimação ou em pontadas e 
pulsante.  É relevante observar estes comportamentos em modelos de dor 
causada por queimaduras. Muitas vezes este é o principal sintoma que 
induz redução da qualidade de vida dos pacientes (Cuttle et al., 2009; 
Richardson e Mustard, 2009). Neste estudo foi possível observar que a 
aplicação do creme contendo HC-030031 foi capaz de reduzir a 
nocicepção espontânea observada na pata do animal. Este parâmetro foi 
mais pronunciado nos primeiros dias após a lesão. Além disso, também 
foi utilizada uma escala de dor facial para prever o efeito dos tratamentos 
em parâmetros de nocicepção afetivos de dor (Sotocinal et al., 2011; De 
Rantere et al., 2016;). Esta técnica é um diferencial de outras, já que  
muitas vezes pode-se apenas medir medidas reflexivas de dor que não 
permitem realizar a correta translação dos efeitos observados em animais 
para aqueles que serão observados em pacientes (Sotocinal et al., 2011; 
Barrot, 2012).  
Ainda, a aplicação do creme contendo HC-030031 foi capaz de 
diminuir os escores relacionados a dor espontânea nos animais.  Estes 
dados corroboram com aqueles observados nos testes de medidas 
reflexivas (como o teste de Von Frey). Previamente, já havia sido relatado 
a capacidade de antagonistas TRPA1 de reduzir a nocicepção espontânea 
em um modelo de dor muscular craniofacial (Asgar et al., 2015). A 
sulfadiazina de prata também mostrou resultados positivos nestes testes, 
o que está de acordo com o seu efeito analgésico já descrito na clínica 
(Shahzad e Ahmed, 2013; Nasiri et al., 2016). 
Como o modelo de dor induzido por lesão térmica também provoca 
inflamação de forma contínua no tecido afetado, foi relevante avaliar, 
neste estudo, marcadores da resposta inflamatória, como o edema de pata 
(Silva et al., 2013). O aparecimento de edema em pacientes com 
queimadura pode ser causa de dor e, dessa forma deve ser reduzido na 
prática clínica quando possível, porém o uso de analgésicos não 
esteroidais ou ainda de corticoides não mostram perfil de efeitos adversos 
e eficácia favorável o que impede o seu uso.  Outros analgésicos utilizados 
para o tratamento de queimaduras também não induzem efeitos anti-
inflamatórios, como a morfina ou a gabapentina (Singer e Dagum, 2008; 
Richardson e Mustard, 2009; Gamst-Jensen et al., 2014; Mcintyre et al., 
2016). Dessa maneira, foi interessante observar que o creme contendo 
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HC-030031 foi capaz de reduzir o desenvolvimento de edema, bem como 
o controle positivo do teste a sulfadiazina de prata. Previamente, já havia 
sido relatado o efeito antiedematogênico do HC-030031 por via oral ou 
local em modelos animais de inflamação (Silva et al., 2013), assim como 
o efeito antiedematogênico da sulfadiazina de prata 1% no mesmo modelo 
de lesão térmica em ratos (Silva et al., 2013). 
O processo inflamatório após lesões térmicas induz a migração de 
células inflamatórias no local da lesão como neutrófilos e macrófagos que 
servem como células para combate de bactérias e também participação do 
processo de remoção do tecido coagulado (Horton, 2003; Evers et al., 
2010; Laycock et al., 2013; Gamst-Jensen et al., 2014; Mcintyre et al., 
2016). Porém, a infiltração celular excessiva pode contribuir para a 
sensibilização dos nociceptores devido a contínua produção de 
mediadores inflamatórios, como as prostaglandinas, histamina, citocinas 
e quimiocinas (Summer et al., 2007; Laycock et al., 2013; Mcintyre et al., 
2016).  
No modelo de lesão térmica utilizado neste projeto observou-se a 
migração de células inflamatórias ao local da lesão e também o aumento 
da atividade de enzimas relacionadas a ativação de macrófagos (Nagase) 
e neutrófilos (mieloperoxidase), resultados que já haviam sido descritos 
previamente (Silva et al., 2013). E a aplicação do creme contendo HC-
030031 foi capaz de diminuir estes marcadores, mostrando o efeito anti-
inflamatório deste tratamento. Além disso, a aplicação tópica do creme 
contendo HC-030031 também reduziu o número de células que 
infiltraram no tecido 6 dias após a lesão. Resultados similares foram 
observados para a sulfadiazina de prata 1%, resultados estes, que 
corroboram os de um estudo anterior (Silva et al., 2013). Previamente, em 
modelos de inflamação aguda, foi relatado que antagonista TRPA1 
poderia reduzir o processo inflamatório, e ainda a nocicepção (Silva et al., 
2013; Horváth et al., 2016). 
O receptor TRPA1 é expresso em terminações sensoriais da derme 
e epiderme e tem como objetivo promover o influxo de cálcio após a 
ativação por sinais de danos, como a produção excessiva de substâncias 
oxidantes como o peróxido de hidrogênio e o 4-HNE (Andersson et al., 
2008; Andrade et al., 2012; Trevisani et al., 2007). Esta ativação induz a 
liberação de neuropeptideos e também a geração de potenciais de ação na 
periferia que poderiam auxiliar na condução do estímulo nocivo (Andrade 
et al., 2012).  
O peróxido de hidrogênio tem sido relacionado com o 
desenvolvimento de diferentes patologias dolorosas em modelos animais 
de dor aguda na gota (Moilanen et al., 2015; Trevisan et al., 2013, 2014), 
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de dor observada em artrites inflamatórias (Keeble et al., 2009; Moilanen 
et al., 2015), ou ainda em modelos de dor neuropática (Trevisan et al., 
2016). Assim, muitos estudos têm demonstrado que a produção de 
peróxido de hidrogênio por células residentes no tecido (como 
sinoviócitos), ou ainda células como macrófagos e neutrófilos poderiam 
favorecer a sensibilização dos nociceptores via ativação do TRPA1 
(Trevisan et al., 2014). Previamente, havia sido relatado que a lesão 
térmica por queimadura pode aumentar a produção de espécies reativas 
que poderiam auxiliar no processo de controle das bactérias no tecido. 
Porém, poderiam também contribuir com danos teciduais causando a 
peroxidação lipídica  (Tanaka et al., 1999; Hoşnuter et al., 2004; Parihar 
et al., 2008; Bhatia et al., 2016; Silveira et al., 2016;).  
Ademais, sabe-se que antioxidantes foram eficazes tanto para a 
redução da dor na queimadura, como também quando utilizados em 
pacientes com respostas sistêmicas permitindo um maior tempo de 
sobrevida, além de auxiliar em outros casos na redução do tecido 
necrótico na ferida (Rock et al., 1997; Lee et al., 2011). Assim, algumas 
coberturas preparadas para ferimentos têm como função reduzir a 
produção e também captar espécies reativas que possam contribuir com o 
dano excessivo ao tecido (Wasiak et al., 2008). Deste modo, o receptor 
TRPA1 poderia estar sendo ativado por estes compostos oxidantes o que 
causaria a indução de inflamação neurogênica e também nocicepção.  
Então, para isso, os níveis de peróxido de hidrogênio e das enzimas 
NADPH oxidase e superóxido dismutase foram avaliados, e se mostraram 
alterados nos animais após lesão térmica quando comparado com os dos 
controles. Além disso, o tratamento com HC-030031 ou ainda com a 
sulfadiazina de prata foi capaz de reduzir estes níveis, o que estaria de 
acordo com os resultados observados para os testes de nocicepção. Estes 
resultados poderiam estar associados ao efeito anti-inflamatório destas 
preparações que foram observados neste estudo, o que poderia então 
favorecer a redução da produção de espécies reativas por células 
inflamatórias. 
Quando observado em modelos de dor inflamatória além da 
sensibilização dos nociceptores, um mecanismo que também pode 
favorecer o desenvolvimento de nocicepção é o aumento da expressão dos 
receptores envolvidos na detecção dos mediadores inflamatórios e 
oxidantes (Mcintyre et al., 2016). Já foi relatado anteriormente que em 
modelos de queimadura a hipersensibilidade observada pode ser devido 
ao aumento da expressão de receptores na periferia ou ainda na medula 
espinhal, desencadeando mecanismos de sensibilização periférica ou 
central, respectivamente (Summer et al., 2008; Mcintyre et al., 2016). Foi 
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observado um aumento da expressão do receptor TRPA1 em feridas de 
pacientes após queimadura, especialmente aquelas que também 
produziriam coceira. Então, possivelmente o aumento da expressão deste 
receptor poderia também estar envolvido com o desenvolvimento inicial 
da dor inflamatória em modelos de queimadura em ratos (Yang et al., 
2015).  
Quando avaliados os níveis da proteína do TRPA1 em amostra da 
pele de pata de ratos, foi possível observar um aumento da expressão 
desta. Estes resultados estão de acordo com a literatura, pois outros 
modelos de dor inflamatória crônica relatam aumento da expressão do 
canal TRPA1, o que foi associado também ao desenvolvimento de 
hipersensibilidade (Obata et al., 2005; Yamamoto et al., 2015). Ainda, o 
tratamento com o antagonista HC-030031 por via tópica foi capaz de 
prevenir o aumento da expressão do canal TRPA1. O mesmo resultado 
foi observado para a sulfadiazina de prata 1%, o que poderia ser esperado 
devido ao se efeito anti-inflamatório observado neste estudo.  
Já a sulfadiazina de prata mostrou efeito tóxico sobre células da 
pele como queratinócitos e fibroblastos (Rowan et al., 2015; William et 
al., 2015), que são células que expressam o receptor TRPA1 
(Mukhopadhyay et al., 2011; Sticozzi et al., 2014). Então esta toxicidade 
poderia também favorecer a redução da expressão deste canal nas 
amostras de pele. Como não foi observada a expressão do receptor 
TRPA1 em relação ao tipo tecidual, não se pode afirmar que este aumento 
de expressão seja devido a presença deste canal em neurônios sensoriais.  
Porém também o aumento em células não neurais da pele pode favorecer 
o aumento da produção de citocinas inflamatórias que então poderiam 
sensibilizar os nociceptores (Hatano et al., 2012; Bautista et al., 2013; 
Viana, 2016). 
Dessa forma, pode-se inferir que a aplicação do creme contendo o 
antagonista TRPA1 apresentou efeitos antinociceptivos em um modelo 
de dor inflamatória causada por altas temperaturas, e estes efeitos foram 
comparáveis aqueles observados para o controle positivo do estudo a 
sulfadiazina de prata a 1%. Porém, mesmo que a sulfadiazina de prata seja 
ainda utilizada para o tratamento em queimaduras (Lee e Moon, 2003; 
Atiyeh et al., 2007; Murphy e Evans, 2012), muitos estudos trazem efeitos 
adversos relacionados a este tratamento e ainda indicam que o uso poderia 
reduzir a cicatrização das feridas. Também são indicados efeitos adversos 
sistêmicos como toxicidade renal e leucopenia, indicando que o uso da 
sulfadiazina de prata não seria indicado em tratamento de longo período 
(Klasen, 2000; Atiyeh et al., 2007).  
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Assim, este estudo possui resultados iniciais que indicam o 
provável efeito de antagonistas TRPA1 para o controle da dor e 
inflamação na queimadura.  Porém ainda são necessários estudos para 
demonstrar o efeito destas preparações em outros modelos em animais de 
lesões térmicas de maior gravidade. Desta forma, mais estudos de 
toxicidade sobre a pele de antagonistas TRPA1 devem ser realizados, ou 
ainda observar se a aplicação tópica destes cremes não poderia 
desfavorecer a cicatrização posterior do tecido lesado. 
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CONCLUSÃO 
 
A partir dos resultados obtidos neste estudo podemos retirar as 
seguintes conclusões: 
  
 A aplicação do creme aniônico contendo o antagonista TRPA1 
(HC-030031) apresentou efeito antinociceptivo e 
antiedematogênico no modelo de nocicepção e edema causado 
pela administração intraplantar do agonista TRPA1 (AITC), 
demonstrando a capacidade do antagonista TRPA1 de agir de 
forma tópica neste modelo. 
 O creme aniônico contendo o antagonista TRPA1 (HC-030031) 
reduziu a alodínia mecânica estática e dinâmica, a hiperalgesia ao 
calor, a nocicepção espontânea e também os escores de 
nocicepção observados em um modelo de lesão térmica na pata 
traseira de ratos, mostrando que o receptor TRPA1 tem 
participação fundamental no densenvolvimento da dor causada 
pela lesão térmica em ratos. 
 A administração do antagonista do creme aniônico contendo o 
antagonista TRPA1 (HC-030031) apresentou efeito 
antiedematogênico e efeito anti-inflamatório (diminuiu a 
atividade das enzimas mieloperoxidase e NAGase) em um modelo 
de lesão térmica na pata traseira de ratos. Assim, a aplicação de 
um antagonista TRPA1 por via tópica também apresenta efeito 
anti-inflamatório no modelo de lesão térmica em ratos. 
 A aplicação do creme aniônico contendo o antagonista TRPA1 
(HC-030031) reduziu a migração de polimorfonucleares em 
tecido da pata em um modelo de lesão térmica em ratos. 
 O creme contendo HC-030031 foi capaz de reduzir o conteúdo do 
agonista TRPA1 o peróxido de hidrogênio e também a atividade 
de enzimas oxidantes, como a superóxido dismutase e NADPH 
oxidase em um modelo de lesão térmica na pata traseira de ratos, 
indicando que a formação do agonista TRPA1 endógeno poderia 
estar reduzida pela aplicação contínua do creme contendo HC-
030031 e que então isso poderia contribuir para o efeito 
antinociceptivo e anti-inflamatório. 
 Após a aplicação continuada do creme aniônico contendo HC-
030031 também a imunoreatividade para o receptor TRPA1 em 
um modelo de lesão térmica na pata traseira de ratos foi 
diminuída, dessa maneira o antagonista TRPA1 estaria reduzindo 
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a possibilidade de hipersensibilidade mediada pelo aumento da 
expressão do receptor TRPA1. 
 
Por tudo isso, a partir dos resultados obtidos neste estudo pode-se 
perceber que o receptor TRPA1 poderia ser estudado como uma fonte 
relevante para o desenvolvimento de novos analgésicos para o tratamento 
da dor observada após lesão térmica. 
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